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PECAM-1   Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 
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Zusammenfassung 
 
Hintergrund: Eine Überreaktion des Immunsystems kann den Körper, sowohl akut 
durch Störung der Kreislaufregulation und Verlust von Organfunktionen als auch 
durch chronische entzündliche Prozesse an Gelenken und verschiedenen Organen, 
schädigen. Makrophagen als Bestandteil der angeborenen Immunantwort erkennen 
eingedrungene Erreger durch spezifische Oberflächenmoleküle wie zum Beispiel 
Lipopolysaccharid, ein Zuckermolekül der Bakterienzellwand und leiten die 
Beseitigung des Pathogens unter anderem durch Ausschüttung 
entzündungsfördernder Zytokine sowie die Produktion von Sauer- und 
Stickstoffradikalen ein. N-Acetylcystein, Vorstufe des stärksten Antioxidanz des 
Körpers Glutathion, ist in der Lage durch Neutralisierung freier Radikale und 
Senkung der Zytokinausschüttung hemmend in den Entzündungsprozess 
einzugreifen. 
Ziele: Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von N-Acetylcystein auf 
entzündungsassoziierte Signalwege und den Transkriptionsfakor NFκB in 
Lipopolysaccharid-aktivierten Makrophagen. 
Material und Methoden: Dazu wurden mittels Westen Blot Signalmoleküle dieser 
Signalwege in Makrophagen, der Zellline THP-1 untersucht, die mit jeweils 
Lipopolysaccharid, N-Acetylcystein und beiden Detergenzien stimuliert wurden. Bei 
dieser Untersuchung  wurden die Signalmoleküle IRAK-1 als Bestandteil des 
Aktivierungsweges des Toll-like-Rezeptors 4, ERK1/2 im RAS/MEK/ERK-Weg, 
STAT3 im JAK/STAT-Weg und der Transkriptionsfakor NFκB  genauer betrachtet. Die 
Auswertung des Western Blots erfolgte über Chemilumineszenz-Methode und 
Detektion mit den Gel-Dokumentationssystem MF-ChemiBIS.  
Ergebnisse: Lipopolysaccharid aktiviert alle untersuchten entzündungsfördernden 
Signalkaskaden. N-Acetylcyctein führt ebenfalls zur einer schwächeren Aktivierung 
einige der untersuchten Signalwege. Eine Aktivierung von ERK1/2 unter N-
Acetylcystein war nicht sichtbar. Die Behandlung der Lipopolysaccharid-aktivierten 
Makrophagen mit N-Acetylcystein zeigt neben einem hemmenden Effekt in Form 
einer Verzögerung der Aktivierungszeit einiger Signalwege wie den RAS/MEK/ERK-
Weg sowie einer Hemmung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB auch 
eine gesteigerte Phosphorylierung von Signalmolekülen, in diesem Fall von IRAK-1 
des Rezeptor TLR-4 und STAT-3 des JAK-STAT-Weges der entzündungsfördernden 
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Signalkaskaden.  
Schlussfolgerung: Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass N-Acetylcystein durch 
Regulation verschiedener entzündungsassoziierter Signalwege Potenzial besitzen 
könnte, als entzündungshemmendes Medikament bei Erkrankungen wie septischem 
Schock oder chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen eingesetzt zu werden. 
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1 Einleitung 
 
1. 1 Die Makrophagen 
 
Makrophagen (MΦ) gehören zu den Phagozyten des angeborenen Immunsystems 
und reifen kontinuierlich aus zirkulierenden Monozyten heran, die den Blutkreislauf 
verlassen und in das Gewebe migrieren. Blutmonozyten und Gewebemakrophagen 
stammen von der gleichen Vorläuferlinie, den pluripotenten Stammzelle der 
myeloiden Reihe, ab und werden als mononukleares System oder 
Retikuloendotheliales System bezeichnet (Geissmann 2010). Die Differenzierung aus 
der Vorläuferzelle geschieht durch Einwirken verschiedener Wachstumsfaktoren, 
anfänglich durch GM-CSF und später hauptsächlich durch M-CSF (Metcalf 1986). 
Makropagen sind langlebig und erneut aktivierbar. 
Makrophagen sind in großen Mengen im Bindegewebe, in der Submucosa des 
Verdauungstraktes, in der Lunge (sowohl im Interstitium als auch in den Alveolen), 
entlang bestimmter Blutgefäße in der Leber und in der kompletten Milz lokalisiert 
(Murphy et al. 2009). 
 
1.1.1 Funktion und Aufgaben der Makrophagen 
 
Die Aktivierung erfolgt über ein zweistufiges Verfahren: zuerst die Vorbereitung durch 
Interferon gamma (IFN-γ) (Adams und Hamilton 1987) und die anschließende 
Auslösung durch Lipopolysaccharid (LPS), einem Membranbestandteil 
gramnegativer Bakterien. LPS gilt als stärkster Aktivator der Makrophagen (Rietschel 
und Brade 1992). Neben der klassischen M1-Aktivierung ist eine Stimulation der 
Makrophage durch IL-4 und IL-13 durch T2-Helferzellen möglich, der sogenannte 
M2-Weg. Dies führt zu einer anti-entzündlichen Antwort und spielt eine 
entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Krebserkrankungen (Gordon und 
Martinez 2010). Die Aktivierung des M1-Weges resultiert in einer Vielzahl von 
Reaktionen wie der Ausschüttung von Wachstumsfaktoren, Entzündungsmediatoren 
und pro- oder antikoagulatorischen Gerinnungsfaktoren, sowie bei der Expression 
von Adhäsionsmolekülen und der Phagozytose des eingedrungenen Erregers (Sweet 
und Hume 1996). 
Neben der Sofortreaktion des angeborenen Immunsystems spielt die Makrophage 
eine essentielle Rolle bei der Einleitung der erworbenen Immunantwort. So 
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präsentieren aktivierte Makrophagen zuvor phagozytierte Antigene als MHC-II-
Komplexe dendritischen Zellen und T-Helfer-Zellen (Trombetta und Mellman 2005).  
Makrophagen produzieren nach Aktivierung eine Vielzahl verschiedener Zytokine wie 
TNF-α (Michalek et al. 1980), IL-1 (Fantuzzi et al. 1996), IL-6, IL-8 (Baggiolini et al. 
1994), IL-10 (Malefyt et al. 1991), IL-12 (Cassatella et al. 1995) und Lipidmediatoren 
wie Prostaglandine, Leukotriene (Victorov und Hoek 1995) und den 
plättchenaktivierenden Faktor (Gan et al. 1995). Diese Moleküle dienen in der 
induzierten Abwehr als Mediatoren und lösen die Entzündungsreaktion aus. Neben 
der entzündungsfördernden Aktivität fördert die Makrophage unter anderem die 
Narbenbildung, bzw. Fibrose durch Anlockung von Fibroplasten (Wynn und Barron 
2010) und ist essentieller Bestandteil der Embryogenese (Lichanska et al. 1999). 
 
1.1.2 Phagozytose 
 
Eine Hauptfunktion aktivierter Makrophagen ist die Phagozytose eingedrungener 
Partikel und deren Zerstörung durch Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
(Victor et al. 2003a). 
Die Phagozytose ist ein aktiver Vorgang (Aderem und Underhill 1999), bei welchem 
das Pathogen durch Oberflächenrezeptoren wie den Mannose-Rezeptor (Stahl und 
Ezekowitz 1998) oder Scavenger-Rezeptor (Hampton et al. 1991) erkannt und 
gebunden wird. Anschließend umhüllt die Membran das gebundene Pathogen 
(Swanson und Baer 1995), um es in das Phagosom aufzunehmen. Das Phagosom 
verschmilzt anschließend mit einem Lysosom. Der neu entstandene Komplex wird 
als Phagolysosom bezeichnet (Desjardins 1995). Während der Phagozytose 
produzieren Makrophagen eine Reihe von Stoffen wie reaktive Sauerstoff- und 
Stickstoffderivate, die für die eingedrungenen Erreger direkt toxisch sind (DeLeo et 
al. 1999). 
Neben Krankheitserregern phagozytieren Makrophagen auch körpereigene Zellen, 
beispielsweise gealterte Zellen wie Erythrozyten, die in der Milz durch Makrophagen 
abgebaut werden. Aber auch Zellen, die in den programmierten Zelltod gehen, 
werden ohne Entzündungsreaktion beseitigt (Savill 1997). 
 
 
  
 ___________________________________________________________ Einleitung 
15 
 
1.2 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies 
 
1.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)  
 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), auch ungenau als „Sauerstoffradikale" 
bezeichnet, sind die Formen des Sauerstoffes, die den Organismus schädigen 
können. Sie besitzen ein oder mehrere ungepaarte Elektronen und sind dadurch 
äußerst reaktionsfreudig, um einen stabilen Zustand zu erreichen. Zu den ROS 
zählen neben freien Radikalen wie dem Superoxid-Anion O2·
−, das hochreaktive 
Hydroxyl-Radikal OH·, das Peroxylradikal ROO· und das Alkoxylradikal RO·, aber 
auch stabile molekulare Oxidantien wie Wasserstoffperoxid H2O2, Hydroperoxid 
ROOH, Ozon O3, Hypochlorit-Anion OCl
− und angeregte Sauerstoffmoleküle wie der 
Singulett-Sauerstoff 1O2 (Halliwell und Gutterigde 1999). 
Die ROS-Bildung erfolgt hauptsächlich in den Mitochondrien durch die Reduktion von 
Sauerstoff zu Wasser. Dabei entstehen als Zwischenstufen O2·
−, H2O2 und OH• 
(siehe Abb. 1.1) (Halliwell und Gutterigde 1999). O2·
− wird von einer 
membranassoziierten NADPH-Oxidase, die aus mehreren Untereinheiten (gp22phox, 
gp91phox, p47phox,p67phox, p40phox und rac) besteht, erzeugt (Babior 1999). Die 
Aktivierung der NADPH-Oxidase kann durch verschiedene Stimuli wie 
mikrobakteriellen Produkten (LPS), IFN-γ, IL-8 oder durch IgG-Bindung an Fc-
Rezeptoren erfolgen (DeCoursey und Ligeti 2005). Während der Reduktion wird ein 
Elektron von NADPH auf molekularen Sauerstoff übertragen. Dieser Prozess wird als 
Respiratorische Entladung (respiratory burst) bezeichnet, da währenddessen der 
Sauerstoffverbrauch vorübergehend zunimmt (Baldrige und Gerhard 1933). O2·
− wird 
durch eine monovalente Reduktion mit Hilfe des Enzyms Superoxid-Dismutase 
(SOD) in H2O2 umgewandelt (McCord und Fridovich 1969). Im nächsten Schritt 
können durch die Haber-Weiss-Reaktion (Elektronenübertragung mit Hilfe eines 
metallischen Reduktionsmittels, meist Fe2+) die äußerst aggressiven 
Hydroxylradikale (HO• bzw. OH•-) gebildet werden (Haber und Weiss 1934). 
Alternativ können nach der Dismutation von H2O2 Hypochlorid oder Chloramine durch 
die Myeloperoxidase (Klebanoff 2005) entstehen. 
Bei übermäßiger ROS-Produktion (Oxidativer Stress) können diese ebenfalls 
körpereigene Makromoleküle angreifen, hauptsächlich die mitochrondriale Membran 
und ihre Proteine, in zweiter Linie erfolgt die Oxidation cytoplasmatischer Proteine 
oder der DNS.  
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Abb.1.1 Entstehungswege von Reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies  
ROS werden durch die Reduktion von Sauerstoff (als Zwischenstufen Superoxid, 
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale) zu Wasser erzeugt. RNS entstehen aus einer 
Fünf-Elektronenoxidation aus L-Arginin zu Citrullin. Während der Respiratorischen Entladung 
kann es zur Reaktion beider Molekülspezies kommen, die daraus entstehenden Peroxynitrite 
sind äußerst aggressiv (modifiziert nach Fang 2004) 
 
Während der sogenannten Lipidperoxidation kommt es zur Oxidation ungesättigter 
Fettsäuren in den Membranlipiden (subtraktive Reaktion) durch ROS. Diese Reaktion 
führt zur Senkung des Membranpotentials und einem unkontrollierten 
Ionenaustausch, was letztendlich in der Zerstörung der Membran und dem damit 
einhergehenden Funktionsverlust resultiert (Gutteridge 1995). 
Die durch ROS verursachten Proteinschäden betreffen vor allem Proteine in der 
mitochondrialen Membran, dabei sind Aminosäuren der Peptide unterschiedlich 
anfällig. Schwefelhaltige Aminosäuren und speziell Thiolgruppen sind die anfälligsten 
Stellen. Durch Abspaltung von Wasserstoffatomen von Cystein entsteht ein 
Thiylradikal, dieses verbindet sich unter Ausbildung einer Disulfidbrücke (S-S) mit 
einem zweiten Thiylradikal (Yim et al. 1994). Das führt in den meisten Fällen zur 
Konformationsänderung im Protein und der Deaktivierung des Proteins (Dean et al. 
1997). ROS gehören zu den intrazellulären Mutagenen. DNS-Schäden treten 
entweder direkt als Strangbrüche auf oder als direkte Reaktion mit den 
Nukleinbasen, besonders Thymin und Guanin (Halliwell und Gutterigde 1999). Die 
häufigsten durch ROS ausgelösten Erkrankung sind aufgrund dessen Karzinome 
 ___________________________________________________________ Einleitung 
17 
 
(Valko et al. 2006). Zudem spielt ROS eine Rolle bei der Entstehung verschiedener 
Autoimmunerkrankungen (Hultqvist et al. 2004), degenerativen Erkrankungen wie 
Alzheimer (Huang et al. 1999) und dem Alterungsprozess (Finkel und Holbrook 
2000).  
 
1.2.2 Reaktive Stickstoffspezies (NOS) 
  
Zu den reaktiven Stickstoffspezies werden Stickstoffmonoxid (NO•) und dessen 
Folgeprodukte gezählt wie beispielsweise Peroxynitrit (ONOO−).  
NO ist ein kleines Molekül mit einem ungepaarten Elektron und einer Halbwertszeit 
von fünf Sekunden, weswegen es ständig neu produziert werden muss. Es spielt 
eine wesentliche Rolle als Signalmolekül in verschiedenen physiologischen 
Prozessen wie Neurotransmission, Blutdruckregulation, Immunabwehr und 
Muskelrelaxation (Schmidt und Walter 1994). NO wird mit Hilfe der homodimeren 
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) (Nathan und Xie 1994) erzeugt. Dabei werden 
mittels einer Fünf-Elektronen-Oxidation eines Guanidino-Stickstoffatoms der 
Aminosäure L-Arginin und molekularer O2 L-Citrullin und NO metabolisiert (Palmer et 
al. 1988, Schmidt et al. 1988) (siehe Abb. 1.1.), was in zwei Schritten mit dem 
Intermediat Nω-Hydroxy-L-Arginin (NOHLA) abläuft (Stuehr et al. 1991). Für die 
Oxidation werden verschiedene Ko-Faktoren und Substrate wie NADPH, FAD, FMN, 
BH4, CaM und ein Thiolgruppen-Donor benötigt (Stuehr et al. 1991). Die Regulation 
findet über die Verfügbarkeit von L-Arginin und BH4 statt (Tayeh und Marletta 1989). 
Es sind 3 Isoformen der NOS bekannt: die Endotheliale NO-Synthase, die NOS in 
Makrophagen/Mikrogliazellen und die NOS in Neuronen (Alderton et al. 2001). Die 
NO-Synthase in Makrophagen (iNOS oder NOS2) ist eine induzierbare Isoform, 
welche in inaktiven Zellen nicht vorkommt (MacMicking et al. 1997). Die Aktivierung 
erfolgt durch verschiedene Zytokine (IFN-γ, TNF-α, IL-1β) (Kleinert et al. 1998) und 
immunologischer Stimuli wie Endotoxine (Stuehr und Marletta 1985). LPS wirkt mit 
IFN-γ sowohl synergistisch als auch antagonistisch auf die Induktion von iNOS, 
abhängig von der Konzentration und der Sequenz der Stimulation (Bogdan 2001). 
Die von iNOS produzierte Menge an NO kann um das 1000-fache höher sein als 
durch die konstitutive eNOS (Balligand et al. 1994). 
Eine Überproduktion von RNS wird als Nitrosativer Stress bezeichnet. Während der 
Respiratorischen Entladung in entzündlichen Prozessen werden sowohl NO als auch 
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O2·
− produziert, die miteinander reagieren können und das nicht-radikalische, aber 
hochtoxische ONOO− bilden (Blough und Zafiriou 1985) (siehe Abb. 1.1.). ONOO− ist 
in der Lage, neben der DNS-Fragmentierung (Wiseman und Halliwell 1996) und 
Lipidperoxidation (Rubbo et al. 1994) direkt mit Proteinen zu reagieren. Die 
Modifizierung von Proteinen wie Hämoglobin, Myoglobin und Cytochrom C erfolgt 
durch die Oxidation des eisenhaltigen Häms und kann zur irreversiblen Hemmung 
der Enzyme führen (Beckman und Koppenol 1996). 
RNS sind bei der Entstehung verschiedener Krankheiten wie entzündlichen 
Erkrankungen (Asthma bronchiale, Rheumatoide Arthritis) (Hamid et al. 1993, 
Sakurai et al. 1995), Sepsis und neurodegenerativen Erkrankungen (Alzheimer, 
Parkinson) (Akiyama 2000, Hunot et al. 1996) involviert. 
 
 
1.3 Die Entzündungsreaktion 
 
Die Abwehrmechanismen der Makrophagen äußern sich in einer akuten 
Entzündungsreaktion (Fujiwara et al. 2005). Das klassische Erscheinungsbild der 
Entzündung, bestehend aus Rötung (Rubor), Erhitzung (Calor), Schwellung (Tumor), 
Schmerz (Dolor) und Funktionseinschränkung (Functio laesa), entsteht unter 
anderem durch Effekte von Zytokinen und anderen Entzündungsmediatoren auf 
lokale Blutgefäße. Die Folge ist eine Vasodilatation und Erhöhung der Permeabilität 
der Blutgefäße. Dies führt zu einem verstärkten Blutfluss und Auspressen von 
Flüssigkeit in umliegendes Gewebe, was die Erwärmung, Rötung und Schwellung 
zur Folge hat. Die Zytokine wirken zudem auf das Gefäßendothel, diese sezernieren 
daraufhin eigene Zytokine (Hedges et al. 1995) und es kommt zur Veränderung der 
Adhäsionskräfte, um zirkulierende Lymphozyten zu fixieren und die Migration in das 
infizierte Gewebe einzuleiten. Diese Vorgänge sind für die Schmerzentstehung 
verantwortlich (Pober und Sessa 2007). 
 
1.3.1 Ablauf einer Entzündungsreaktion 
 
1.3.1.1 Die Sofortreaktion 
 
Nach Überwindung der ersten physikalischen und chemischen Abwehrlinien in Form 
der Haut, der Schleimhäute der Atemwege und des Darmes treffen die 
eingedrungenen Mikroorganismen auf die Gewebsmakrophagen, die eine sofortige 
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Abwehr durch das angeborene Immunsystem einleiten. Die Makrophagen erkennen 
unspezifisch häufige Oberflächenbestandteile von Erregern mit ihren Rezeptoren und 
werden dadurch aktiviert (Janeway 1992). Nach Erkennung des Pathogens wird 
dieses phagozytiert und zerstört (Blander und Medzhitov 2004). Neben der direkten 
Auslösung der Sofortreaktion durch Makrophagen, kann das Komplementsystem 
eine lokale Entzündung und Phagozytose des Erregers veranlassen (Murakami et al. 
1993). Die kleinen Plasmaproteine beseitigen vor allem Erreger, die in die Blutbahn 
eingedrungen sind (Vollmar et al. 2013). Die Aktivierung des Komplementsystems 
erfolgt meist durch bakterielle Oberflächen und löst eine Opsonierung aus, wodurch 
die Pathogene mit Komplementfragmenten (C4a,C3a,C5a) bedeckt und für die 
Zerstörung durch die Makrophagen markiert werden (Dunkelberger und Song 2010). 
 
1.3.1.2 Migration von Effektorzellen und Einleitung der erworbenen 
Immunantwort 
 
Gelingt die Beseitigung der eingedrungenen Erreger nicht in der Sofortreaktion 
werden weitere Abwehrmechanismen induziert (Fearon und Locksley 1996). Die über 
Toll-like Rezeptoren aktivierten Makrophagen setzen nun verstärkt Zytokine 
(insbesondere TNF-α, IL-1 und IL-6) und Chemokine frei, um weitere Effektorzellen 
zu mobilisieren und zu aktivieren (Medzhitov et al. 1997). Damit wird die 
Entzündungsreaktion eingeleitet. Die Zytokine vermitteln die autokrine und parakrine 
Zellkommunikation zwischen den Effektorzellen. Zu den Zytokinen gehören 
Interferone, Interleukine, die TNF-Familie, Chemokine und hämatopoetische 
Wachstumsfaktoren (Murphy et al. 2009). Zur Mobilisierung anderer Effektorzellen 
werden insbesondere das Chemokin IL-8 (Baggiolini et al. 1997) und MCP-1 
(Fuentes et al. 1995) eingesetzt. Chemokine begünstigen neben dem Zustrom von 
Monozyten ins entzündliche Gewebe auch die Aktivierung, funktionelle Polarisation 
und das Homing patrouillierender Monozyten (Mantovani et al. 2004). 
Neben Chemokinen spielen Adhäsionsmoleküle wie Selektine, Integrine und Proteine 
der Immunglobulin-Superfamilie eine entscheidende Rolle bei der Migration von 
Effektorzellen in das infizierte Gewebe. Durch TNF-α aktiviertes Endothel exprimiert 
Selektine (Yoshida et al. 1996), die mittels Oligosaccharide (Sialyl-Lewis) und 
PECAM-1 (Muller et al. 1993) Leukozyten aus der Blutbahn locker binden und sie 
entlang des Endothels rollen lassen. Die vollständige Adhäsion erfolgt über eine 
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Chemokin-vermittelte Ausbildung einer Bindung vom ICAM des Endothels an 
Leukozyten-Integrine (β2-Integrine wie LFA-1) (Smith et al. 1989). Die Diapedese 
(Migration der Zelle durch das Endothel) der Leukozyten resultiert aus der 
proteolytischen Zerstörung der Basalmembran mit Hilfe von Enzymen entlang eines 
Chemokin-Gradienten (Luster 1998). Zunächst kommt es zur massiven 
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten, die sich im Gewebe 
zu Makrophagen differenzieren. Die Aktivierung der Makrophagen und Granulozyten 
erfolgt durch TNF-α (Nathan et al. 1989), welches auch die Produktion der 
zytotoxischen Sauerstoffspezies verstärkt.  
Zudem werden Akute-Phase-Proteine wie C-reaktives Protein aus den Hepatozyten 
freigesetzt. Diese fungieren als lösliche Rezeptoren, die das angeborene 
Immunsystem zur Erregeridentifizierung und Einleitung der Phagozytode nutzt (Xia 
und Samols 1997).  
Das von Makrophagen sezernierte TNF-α stimuliert die Produktion von Proteinen, die 
zur lokalen Blutgerinnung (Bevilacqua et al. 1986) und zur Abkapselung des 
Infektionsherdes beitragen. Dies dient der Verhinderung einer weiteren Ausbreitung 
bis zur Aktivierung der erworbenen Immunantwort (Vollmar et al. 2013). TNF-α 
bewirkt, neben der Exprimierung von Adhäsionsmolekülen, eine erhöhte 
Permeabilität der Gefäße. Dadurch kommt es zur Extravasation in das umliegende 
Gewebe (Petrache et al. 2003), was zu einer verstärkten Wanderung von 
antigenpräsentierenden Zellen wie dendritischen Zellen in das naheliegende 
lymphatische Gewebe führt. Dort wird die erworbene Immunantwort durch den 
Kontakt mit den Lymphozyten eingeleitet (Re et al. 2001). 
 
 
1.4 Die Rolle von Makrophagen bei entzündlichen Erkrankungen 
 
Makrophagen sind vielfältig in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie 
chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen (Hausmann et al. 2001, Kamada et al. 
2008), Rheumatoide Arthritis (Chu et al. 1991) und Sepsis (Beutler et al. 1985) 
involviert.  
 
 
1.4.1 Makrophagen als Mediatoren des septischen Schocks 
 
Zytokine spielen eine entscheidende Rolle in der Abwehr und Eindämmung von 
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Infektionen, können aber auch verheerenden systemischen Schaden verursachen 
(Spooner et al. 1992). Über den TLR-Rezeptor stimulierte Makrophagen in der Leber 
und Milz sind in der Lage große Mengen TNF-α systemisch in die Blutbahn 
abzugeben. Die Folge sind eine Permeabilitätserhöhung, sowie die Mobilisierung und 
Stimulation von Effektorzellen und Gerinnungsfaktoren. Diese Reaktionen gipfeln 
unter anderem in einem systematischen Ödem und einer Neutropenie und führen zu 
einem Zusammenbruch des Gefäßsystems, dem septischer Schock (Vollmar et al. 
2013). Die intravasale disseminierte Blutgerinnung und die daraus resultierende 
ungenügende Blutversorgung führen häufig zum Tod (Tracey et al. 1986, Dhainaut et 
al. 2005).  
Das Zytokin MIF (macrophage migration inhibitor factor) trägt unter anderem 
entscheidend zu der Entstehung einer Sepsis bei (Bernhagen et al. 1993). MIF wird 
von T-Zellen, aber auch durch Makrophagen produziert (Calandra et al. 1994) und 
stimuliert zusätzlich die Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-
α, IL-6, IL-12 und Stickoxiden in Makrophagen (Bozza et al. 1999). 
IL-1 verstärkt die Wirkung von TNF-α und führt zur Hypotension, Abfall des 
peripheren Gefäßwiderstandes und des zentralvenösen Drucks, während die 
Auswurfleistung des Herzens und die Herzfrequenz ansteigen (Okusawa et al. 1988). 
TNF-α und IL-1 induzieren die iNOS. Die daraus resultierenden Dysfunktionen der 
Kardiomyozyten ist verantwortlich für die frühzeitige kardiale Dekompensation 
während einer Sepsis (Kumar et al. 1996). Das produzierte NO beeinflusst den 
Kalziummetabolismus und die Kontraktilität der Myozyten, während RNS und 
Superoxid-Ionen direkt toxisch auf die Zellen einwirken (Ullrich et al. 2000). 
Die vaskulären Veränderungen im septischen Schock sind ebenfalls hauptsächlich 
durch die NO-Wirkung auf die glatten Muskelzellen der Gefäße bedingt. Eine durch 
NO verursachte Hyperpolarisation der Plasmamembran der glatten Gefäßmuskeln 
erhöht die Unempfindlichkeit gegenüber der Wirkung von Katecholaminen und 
bewirkt eine Vasodilatation. Die endotheliale Dysfunktion führt zur Unfähigkeit der 
Endothelzellen die vaskuläre Spannung aufrecht zu erhalten, was den Abfall des 
Blutdrucks zur Folge hat. Zudem führt die Schädigung des Endothels zur Störung der 
Gefäßpermeabilität mit intravasalem Volumenverlust und zur Ödembildung der 
beteiligten Organe (Scott und McCormack 1999). 
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1.5 Antioxidanzien  
 
1.5.1 N-Acetylcystein (NAC) 
 
N-Acetylcystein (C5H9NO3S, Mr = 163.2 g/mol) (siehe Abb. 1.2) ist ein N-acetyliertes 
Cystein und leicht wasserlöslich.  
 
 
 
 
 
   
 
 
 
Abb. 1.2 Strukturformel N-Acetylcystein 
NAC, auch bekannt als ACC, wird in der Medizin als Expektorans (Schleimlöser) bei 
Atemwegserkrankungen mit festsitzendem Auswurf (z.B. bei Bronchitis) sowie als 
Antidot bei Paracetamolintoxikation eingesetzt (Prescott et al. 1979; Smilkstein et al. 
1988). Die mukolytische Wirkung beruht auf der Spaltung der Disulfidbrücken in den 
Mucopolysaccharidfasern des Bronchialsekrets, der Minderung der Viskosität und 
Verflüssigung des Schleims (Sheffner 1963). Bei einer Paracetamolintoxikation 
entsteht während des Abbaus von Paracetamol durch Cytochrom P450 in der Leber 
N-Acetyl-p-benzochinonimin, welches die Leberzellen zerstört und eine 
Leberzellnekrose verursachen kann. Glutathion neutralisiert das N-Acetyl-p-
benzochinonimin und wird dadurch verbraucht (Holme et al. 1984).  
NAC verfügt über eine direkte und eine indirekte anti-oxidative Wirkung als 
Glutathion-Vorstufe. Es erhöht die körpereigenen Cystein- und Gluthationspiegel und 
verstärkt den körpereigenen anti-oxidativen Schutz. Nach oraler Einnahme wird NAC 
vorwiegend in der Leber deacetyliert und das freie Cystein wird für die Produktion 
von Glutathion zur Verfügung gestellt (Badaloo et al. 2002, Atkuri et al. 2007).  
Das NAC-Molekül besitzt eine SH-Gruppe, die leicht oxidiert werden kann und eine 
Verbindung in Form einer Disulfidbrücke mit anderen NAC-Molekülen eingeht. 
Dadurch können gleichzeitig zwei reaktive sauerstoffhaltige Radikale reduziert und 
neutralisiert werden (Gillissen et al. 1997). NAC reduziert wie Glutathion 
vorzugsweise H2O2 und OH• und die unterchlorige Säure (Aruoma et al. 1989). 
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1.5.2 Glutathion (GSH) 
 
Glutathion (L-γ-glutamyl-L-cysteineglycine, 5-10 mM) ist ein ubiquitäres Tripeptid mit 
einer freien Thiolgruppe. Es ist das wichtigste Reduktionsmittel und wasserlösliche 
Antioxidans im menschlichen Organismus (Meister und Anderson 1983). Mit der 
Wirkung eines Redoxpuffers reagiert GSH direkt mit freien ROS- und NOS-Radikalen 
(Kalyanaraman et al. 1996). Dabei wird GSH durch Übertragung eines Elektrons von 
ROS auf die Thiolgruppe oxidiert. Jeweils zwei oxidierte Glutathion-Moleküle 
verbinden sich unter Ausbildung einer Disulfidbrücke zu einem Glutathion-Disulfid 
(GSSG). Durch das Enzym Glutathion-Reduktase können aus dem GSSG-Dimer 
unter NADPH-Verbrauch erneut zwei reduzierte GSH entstehen (Jones 2002). GSH 
liegt durch die Aktivität der Glutathion-Reduktase zu 90% reduziert vor (Akerboom et 
al. 1982). 
Neben der Funktion als Redoxmittel ist GSH eine Reserve für Cystein, einem 
Baustein der Proteinsynthese (Tateishi et al. 1977). GSH spielt zudem eine wichtige 
Rolle in Phase II der Biotransformation in der Leber. Mit GSH konjugierte Stoffe sind 
wasserlöslicher und können besser über die Niere ausgeschieden werden (Jakoby 
1978). 
Glutathion wird intrazellulär durch Glutamatcysteinligase (Reaktion 1) und GSH-
Synthetase (Reaktion 2) aus Glutamin, Glycin und Cystein gebildet (Meister & 
Anderson 1983), wobei Reaktion 1 durch einen Feedbackmechanismus mit GSH 
inhibiert wird (Richman und Meister 1975). Unter ATP-Verbrauch wird aus Glutamin 
und Cystein γ-Glutamylcystein gebildet. Dabei wird eine Isopeptidbindung zwischen 
der γ-Carboxygruppe des Glutaminsäurerestes und der Aminogruppe des 
Cysteinrestes durch die Glutamatcysteinligase erzeugt. Glycin wird durch die GSH-
Synthetase unter Verbrauch von ATP an das terminale Kohlenstoffatom addiert (Wu 
et al. 2004). 
GSH befindet sich in allen Gewebe- und Körperflüssigkeiten, wobei die Leber den 
höchsten Anteil besitzt (Moron et al. 1979). Die GSH-Werte in der Leber variieren in 
Abhängigkeit von Ernährung, Tageszeit und körperlichem Bedarf (Blanco et al. 2007). 
In bestimmten Organen (z.B. Darm, Lunge, Nieren) können die Zellen über einen 
sekundären aktiven Transportmechanismus exogen zugeführtes GSH verwerten 
(Kaplowitz et al. 1996).  
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1.6 Signaltransduktionswege 
 
Die Übertragung der extrazellulären Signale geschieht auf vielfältige Weise. Häufig 
führt die Bindung eines Liganden zur Aktivierung der enzymatischen Funktion von 
Proteinkinasen, die in der Regel in inaktivem Zustand vorliegen. Die Funktion der 
Proteinkinase besteht in der Proteinphosphorylierung, der kovalenten Verknüpfung 
von Phosphatgruppen an Proteine, vor allem an den Aminosäureresten Tyrosin, 
Serin und Threonin. Protein-Tyrosin-Kinasen phosphorylieren spezifisch Tyrosinreste, 
während Serin-/Threoninprotein-Kinasen Serin- oder Threoninreste aktivieren 
(Murphy et al. 2009).  
LPS aktiviert durch Bindung an einen Membranrezeptor wie TLR-4 (Toll-like 
Rezeptor) in zirkulierenden Monozyten verschiedene Signaltransduktionswege. Dies 
geschieht durch die Phosphorylierung diverser Kinasen, inklusive IκB-Kinase, 
Proteinkinase C (PKC), PI3K und den RAS/MEK/ERK-Weg (O'Connell et al. 1998), 
welche die Gentranskription über Transkriptionsfaktoren wie NFκB und AP-1einleiten 
(Guha et al. 2001) (siehe Abb.1.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Abb.1.3 Signaltransduktionswege in LPS stimulierten Makrophagen 
Die Stimulation von Makrophagen durch LPS aktiviert über die Phosphorylierung 
verschiedener Signalwege wie TLR-Weg, RAS/MEK/ERK-Weg und JAK/STAT-Weg die 
Gentranskription über die Transkriptionsfaktoren NFκB und AP-1 (modifiziert nach 
Rosenberger und Finlay 2003) 
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1.6.1 Der Toll-like Rezeptor 4 (TLR-4) 
 
Die Toll-like-Rezeptoren gehören zu den evolutionär älteren Erkennungs- und 
Signaltransduktionssystemen. Es existieren zehn exprimierte TLR-Gene, welche 
zehn Oberflächenrezeptoren generieren um verschiedene Bestandteile 
körperfremder Mikroorganismen  zu erkennen. Aufgrund der geringen Anzahl der 
Gene ist die Spezifität der Erkennung gering, aber ausreichend zur Erfassung der 
häufigsten Erreger. Strukturell sind TLR „Transmembranproteine mit einem 
Durchgang" (Murphy et al. 2009), die durch leucinhaltige Sequenzmotive in ihren 
extrazellulären Anteil und einem TIR- Sequenzmotiv (Toll-IL-1-Rezeptor) in der 
intrazellulären Domäne gekennzeichnet sind. Dies weist auf 
Signalübertragungswege ähnlich des IL-1-Rezeptors hin (Aderem und Ulevitch 
2000).  
Der Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4) wird spezifisch auf Makrophagen exprimiert und ist 
essentiell bei der Abwehr vieler bakterieller Infektionen. Die Signaltransduktion des 
TLR-4 wird hauptsächlich durch Bindung von LPS, speziell dem Lipid A, eingeleitet 
(Lien et al. 2000). Dabei wird LPS über das LPS-bindende Protein (LBP) (Schumann 
et al. 1990) an CD-14 (Cluster of Differentiation), einen Oberflächenrezeptor der 
Makrophagen, gebunden (Wright et al. 1990). TLR-4 ist nicht in der Lage den 
CD14/LBP/LPS-Komplex zu erkennen und benötigt dazu ein weiteres Molekül, MD-2 
(Shimazu et al. 1999). Die intrazelluläre Bindung von MD-2 an den TLR-4-Rezeptor 
leitet die Verankerung des Rezeptors an der Oberfläche ein und das an CD14 
gebundene LPS kann erfasst werden. Die Bindung des Liganden führt zu einer 
Konformationsänderung des Rezeptors, sodass sich die intrazelluläre TIR-Domäne 
an ein Adaptorprotein binden kann. 
TLR-4 sendet Signale über zwei verschiedene Wege, den MyD88-abhängigen und 
den MyD88-unabhängigen Signalweg. MyD88 (myeloider Differenzierungsfaktor 88) 
ist ein Adaptorprotein mit einer TIR-Domäne, die an TLR-4 bindet (Medzhitov et al. 
1998). Nach erfolgter Bindung wird die Todesdomäne von MyD88 aktiviert, eine 
Serin/Threonin-Proteinkinase. Diese wird als IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 
(IRAK-1) bezeichnet und besitzt ebenfalls eine Todesdomäne zur Mobilsierung des 
Adaptorproteins TRAF-6 (TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor) (Muzio et al. 1998). 
TRAF-6 phosphoryliert TAK, eine MAPKKK (Irie et al. 2000). Die Aufgabe von TAK1 
ist die Aktivierung des IκK-Komplexes und sowie die Einleitung der Gentranskription 
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über den Transkriptionsfaktor NFκB (siehe Abb. 1.4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.1.4.: TLR-4 Signaltransduktionsweg 
Nach Kontakt des TLR-4 mit LPS kommt es zur Konformationsänderung am Rezeptor mit 
anschließender intrazellulärer Bindung an das Adaptorprotein MyD88. Dessen Todesdomäne 
IRAK-1 aktiviert ein weiteres Adaptormolekül TRAF-6. TRAF-6 leitet durch Aktivierung des 
IκK-Komplexes die Gentranskription über Transkriptionsfaktor NFκB ein (modifiziert nach 
Rosenberger und Finlay 2003) 
 
 
1.6.2 Der Transkriptionsfaktor NFκB 
 
NFκB gehört zu der Familie der Transkriptionsfaktoren und liegt als Homo- oder 
Heterodimer von Rel-Proteinen (z.B. p50, RelA (p65)) vor. Die Stimulation von NFκB 
kann durch Antigen- und Zytokinrezeptoren, oxidativen Stress und durch 
entzündungsfördernde Reize erfolgen (Brivanlou und Darnell 2002). 
NFκB liegt inaktiv an ein inhibierendes Molekül, den sogenannten Inhibitor von κB 
(IκB), gebunden im Zytosol vor (Karin 1999). Um NFκB in seine aktive Form zu 
überführen, benötigt es die Aktivierung der PKC-Ɵ, einer spezifischen Isoform der 
Proteinkinase C, durch den second messenger Diacylglycerin (DAG).  
Die Antigenrezeptorübertragung führt zur Produktion von DAG, daraufhin wird die 
PKC-Ɵ in der Membran verankert und aktiviert. Das Gerüstprotein CARMA1, das 
durch die PKC-Ɵ phosphoryliert wird, bindet an die Proteine Bcl10 und MALT, welche 
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zusammen einen Komplex bilden (Sommer et al. 2005). Dieser Prozess aktiviert die 
IκB-Kinase (IκK), einem Komplex aus Serin/Threonin-Kinasen (IKKα:IKKβ:IKKγ 
(NEMO) (Yamaoka et al. 1998), der IκB phosphoryliert und mit Ubiquitin, einem 
Protein zur Einleitung des Abbaus von IκB verknüpft,. Dadurch wird NFκB von IκB 
getrennt und kann in den Zellkern translozieren (Chen et al. 1995) (siehe Abb. 1.5). 
Im Zellkern bindet NFκB an die DNS. Dies führt zur Transkription verschiedener 
Gene, die unter anderem für die Ausschüttung von inflammatorischen Zytokinen (IL-
1, IL-6) und Chemokinen sowie der Induktion von iNOS verantwortlich und essentiell 
für die angeborene Immunantwort sind (Müller et al. 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.5 Gentranskription über NFκB 
NFκB liegt im Zytosol inaktiv an IκB gebunden vor. Durch Aktivierung der PKC-Ɵ wird die 
IκB-Kinase (IKKα:IKKβ:IKKγ (NEMO)), eine Serin-/Threonin-Kinase stimuliert, die IκB 
phosphoryliert und der Abbau durch Ubiquitinierung einleitet. Das freie NFκB transloziert in 
den Zellkern und bindet an die DNA zur Gentranskription (modifiziert nach Bhoj und Chen 
2009) 
 
 
1.6.3 RAS/MEK/ERK-Weg 
 
Die Transduktion von LPS über den RAS/MEK/ERK-Weg erfolgt unter anderem zur 
Gentranskription und zur vermehrten Sekretion von TNF-α (Geppert et al. 1994) und 
IL-8 (Holtmann et al. 1999). 
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Abb. 1.6 Der RAS/MEK/ERK-Weg 
Die Aktivierung des MAPK-Weges kann vielfältig erfolgen durch TLR-4, CD-14 und 
Phagozytose. Durch Produktion von DAG durch die PLC-γ wird RAS aktiviert, welches die 
MAPK-Kaskade in Gang setzt. Zuerst wird MAPKKK (RAF) phosphoryliert, was wiederum 
MAPKK (MEK) aktiviert um MAPK (ERK) zu phosphorylieren. ERK wird abgespalten, 
diffundiert in den Zellkern und aktiviert die Gentranskription über verschiedene 
Transkriptionsfaktor wie AP-1 oder NFκB (modifiziert nach Rosenberger und Finlay 2003) 
 
Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der MAPK-Kaskade (Mitogen-aktivierte 
Proteinkinasen) spielt DAG, ähnlich wie bei der Aktivierung von NFκB. DAG wird 
durch die Phospholipase C-γ (PLC-γ) erzeugt und wandert in die Plasmamembran 
um das kleine G-Protein RAS zu aktivieren. Dies geschieht über die Proteinkinase C, 
eine Serin/Threonin-Kinase und das Protein RASGRP, einen Guaninnukleotid-
Austauschfaktor, die RAS in einen aktiven Zustand überführen (Downward et al. 
1990). Die Proteinkinase C kann beispielsweise über den CD14-abhängigen Weg 
aktiviert werden (Liu et al. 1994). 
RAS aktiviert RAF (MAPKKK= Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase), eine 
Serin/Threonin-Kinase, welche ihrerseits MEK(MAPKK=Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase Kinase) stimuliert. MEK ist eine Proteinkinase mit doppelter Spezifität, 
die sowohl Tyrosin- als auch Threoninreste phosphoryliert (Gardner et al. 1994) und 
die letzte Proteinkinase in der Kaskade ERK (MAPK) aktiviert. Es existieren acht 
Isoformen von ERK (Extrazellulär-regulierte Kinase), ERK1 und ERK2 sind in der 
MAPK-Kaskade vertreten (Bogoyevitch und Court 2004). Nach der Phosphorylierung 
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erfolgt die Abspaltung von ERK und Translokation in den Zellkern, wo es die 
Transkription von Genen, beispielsweise zur Produktion von TNF-α, in Gang setzt 
(van der Bruggen et al. 1999). ERK bindet zu diesem Zweck an den 
Transkriptionsregulator AP-1. AP-1 ist ein Heterodimer, bestehend aus einem Fos- 
und Jun-Monomer (Transkriptionsfaktoren). Das aktivierte ERK stimuliert über die 
Phosphorylierung von ELK-1 gemeinsam mit dem Serum-Response-Faktor, einem 
weiteren Transkriptionsfaktor, die Transkription von Fos (Guha et al. 2001). Der Jun-
Transkriptionsfaktor liegt konstitutiv im Zytoplasma vor und wird über die Aktivierung 
der Proteinkinase JNK stimuliert und transloziert daraufhin in den Zellkern, um über 
die Bindung mit Fos AP-1 zu bilden (Angel et al. 1991). 
 
1.6.4 JAK/STAT-Weg 
 
Der JAK/STAT-Weg wird neben der Signalübertragung von Zytokinrezeptoren, auch 
durch andere auf Immunzellen exprimierte Rezeptoren genutzt. 
Die Rezeptoren sind aus mindestens zwei Proteinketten zusammengesetzt, die 
jeweils mit Janus-Kinasen (JAK) verbunden sind. Die JAK sind zytoplasmatische 
Tyrosinkinasen, die aus zwei tandemartigen Domänen bestehen (Leonard und 
O'Shea 1998). STAT (signal transducers and activators of transcription) sind 
Transkriptionsfaktoren, die SH2-Domänen (Src-homolge Domäne 2) enthalten. 
Derzeitig sind sieben STAT-Faktoren bekannt (1 bis 5, 6a und 6b), wobei die 
einzelnen Faktoren hochspezifisch an einen bestimmten Rezeptor binden. Die 
Spezifität beruht auf der Erkennung einer bestimmten Phosphotyrosinsequenz durch 
die SH2-Domäne (Levy und Darnell 2002). 
Die Bindung des Liganden führt zur Dimerisierung der Proteinketten und somit der 
beiden Januskinasen. Auf diesem Weg wird die enzymatische Aktivität durch die 
gegenseitige Aktivierung freigesetzt. Die aktivierten Kinasen phosphorylieren 
spezifische Tyrosinreste an den Rezeptorenuntereinheiten, die als Bindungsstellen 
für STAT-Proteine fungieren. Die SH2-Domäne des spezifischen STAT setzt sich an 
dem Rezeptor fest und wird daraufhin phosphoryliert. Es folgt eine 
Konformationsänderung des STAT, die eine Dimerbildung mit einem anderen STAT-
Molekül ermöglicht (Levy und Darnell 2002). Die Bindung erfolgt über die 
Phosphotyrosinreste an den SH2-Domänen (Shuai et al. 1994). STAT können sowohl 
Homo- als auch Heterodimere bilden. Nach der Dimerisierung dissoziieren die STAT-
Faktoren vom Rezeptor und sind nun in der Lage in den Zellkern einzudringen, um 
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die Transkription verschiedener Gene zu initiieren (Darnell et al. 1994) (siehe Abb. 
1.7). 
STAT3 wird unter anderem durch Epidermal Growth Factor und IL-6 aktiviert und 
bildet Homo- oder Heterodimere mit STAT1. Als Homodimer bindet es zur 
Gentranskription c-fos oder als Heterodimer direkt an die DNA (Zhong et al. 1994). 
STAT3 besitzt zwei Isoformen STAT3α und STAT3β (Caldenhoven et al. 1996) und 
wird meist über die Januskinase Jak1 aktiviert (Guschin et al. 1995). Zur 
Phosphorylierung besitzt STAT3 sowohl einen Serin- (Ser 727) als auch einen 
Tyrosinrest (Tyr 705). Beide müssen zur maximalen Aktivierung phosphoryliert 
werden (Wen et al. 1995). STAT3 spielt eine Rolle bei der Suppression der Aktivität 
von Makrophagen, sowie Ausschüttung von Zytokinen und NO-Synthese, stimuliert 
durch das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 (Takeda et al. 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.7 JAK/STAT-Weg 
Der Kontakt mit dem Ligand führt zur Dimerisierung und Aktivierung der beiden 
Januskinasen, welche spezifische Tyrosinreste phosphorylieren. Dort setzen die STAT an 
und werden ebenfalls phosphoryliert und sind daraufhin in der Lage, ein Dimer zu bilden. 
Nach der Phosphorylierung translozieren die STATs in den Zellkern und stimulieren die 
Gentranskription (modifiziert nach Levy und Darnell 2002) 
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2 Ziele der Arbeit  
 
Aktivierte Makrophagen können eine Überreaktion des Immunsystems hervorrufen 
und dadurch diverse Erkrankungen verursachen. In verschiedenen Studien wurde 
bereits der Effekt von Antioxidantien auf die verstärkte Immunantwort untersucht. Die 
Arbeitsgruppe um Palacio veröffentlichte eine Studie, die die hemmende Wirkung 
von N-Acetylcystein auf die Ausschüttung von entzündungsfördernden Zytokinen und 
Sauerstoffradikalen untersuchte (Palacio et al. 2011). 
Ziel dieser Arbeit ist es, in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Palacio et al., 
dessen gewonnene Erkenntnisse zu vertiefen und die intrazelluläre Funktionsweise 
von N-Acetylcystein in Entzündungen nachzuweisen.  
 
Das übergeordnete Ziel besteht in der Erforschung eines neuen Mittels zur 
Bekämpfung von entzündlichen Erkrankungen 
 
Die untergeordneten Zielstellungen dieser Arbeit sind: 
 
 
1. Untersuchung des Einflusses von LPS auf die Aktivierung Inflammations-
assoziierter Signaltransduktionswege und des Transkriptionsfaktors NFκB in  
Makrophagen 
 
2. Analyse einer Beeinflussung derselben LPS-aktivierten Inflammations-
assoziierten Signaltransduktionswege und des Transkriptionsfaktors NFκB 
durch  N-Acetylcystein. 
 
3. Untersuchung der Wirkung von NAC auf Signaltransduktionswege und des 
Transkriptionsfaktors NFκB in Makrophagen ohne induzierte 
Entzündungsreaktion. 
 
4. Testung möglicher zytotoxischer Wirkungen von LPS+NAC auf Makrophagen. 
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3 Methoden 
 
3.1 Zelllinie THP-1 
 
Die Zellen der Linie THP-1 wurden mit freundlicher Unterstützung vom Institut für 
Biotechnologie und Biomedizin der Autonomen Universität Barcelona zur Verfügung 
gestellt.  
 
Die Zelllinie wurde aus dem peripheren Blut eines Patienten mit akuter monozytären 
Leukämie etabliert. Sie zeichnet sich durch Fc- und C3b-Rezeptoren aus, besitzt 
jedoch keine oberflächlichen oder zytoplasmatischen Immunglobuline. 
Morphologisch zeigen sich große, runde, einzeln liegende Zellen (siehe Abb. 3.1), 
welche sich nicht-adhärent zur Kulturflasche verhalten. Die Verdopplungszeit liegt bei 
35 bis 50 Stunden. 
THP-1 Zellen sind in der Lage zur Phagozytose und zur Produktion von Lysozym und 
IL-1. Während der Phagozytose konnte eine Steigerung der CO2-Produktion 
festgestellt werden. Des Weiteren konnte die Aktivität von a-Naphthylbutyratesterase 
(Inhibierung durch NaF) und die Wiederherstellung der T-Zellantwort auf ConA 
nachgewiesen werden (Tsuchiya et al. 1980).                           
 
 
 
 
 
                            
 
 
 
 
                                          
 
 
                                            
 
Abb. 3.1 Elektronenmikroskopische Aufnahme von THP-1, 10 000-fach vergrößert 
(modifiziert nach Tschiya et al. 1980) 
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3.2 Zellkultur 
 
Die nachfolgend geschilderten Zellkulturarbeiten fanden in Barcelona durch die 
Arbeitsgruppe von Palacio statt. Die anschließende Analyse der Zelllysate wurde in 
Jena von der Verfasserin der Arbeit durchgeführt. 
 
3.2.1 Kultivierung der Zellen 
 
Die THP-1 Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO2 in RPMI-1640 Medium mit 10% 
fetalem Kälberserum (FCS) ohne Antibiotika kultiviert. 
Die Monozyten wurden durch Stimulation mit Tetradecanoyl-Phorbolacetat (PMA) zu 
Makrophagen aktiviert und in einer 6-Well-Platte mit einer Dichte von 2,75 x 105 
Zellen/ml ausgesät. Die Differenzierung zu Makrophagen war nach 72 Stunden 
Inkubation mit 100 mM PMA abgeschlossen. Die ausdifferenzierten Zellen hafteten 
an der Flaschenwand, im Gegensatz zu den undifferenzierten Zellen, die beim 
Mediumwechsel entfernt wurden. Die adhärierten Zellen wurden daraufhin in 2 ml 
frischen FCS RPMI-1640 Medium für 24 Stunden inkubiert. 
LPS wurde in einer Stammlösung von 1 mg/ml in PBS gelöst, Filter-sterilisiert und bei 
20°C gelagert. 15 mM NAC wurde für jedes Experiment neu hergestellt. Die optimale 
NAC-Konzentration wurde durch den fehlenden zytotoxischen Effekt in der Zellkultur 
ermittelt (Estany et al. 2007). 97,92 mg NAC wurden zuerst in 30 ml RPMI-1640 
Medium gelöst und mit 0,5 M NaOH-Lösung der pH-Wert auf 7,4 justiert. Um das 
erforderliche Volumen herzustellen, wurden 40 ml hinzugefügt. Die Lösung wurde vor 
Nutzung Filter-sterilisiert.  
 
3.2.2 Behandlung der Makrophagen 
 
Für die Analyse der ERK1/2, STAT3, IRAK-1 und NFκB-Phosphorylierung wurden 
die Zellen in Medium mit LPS (1 g/ml) für 5, 15, 25, 35, 45 und 60 Minuten mit oder 
ohne 15 mM NAC behandelt. Als Kontrolle dienten unstimulierte THP-1 Zellen, als „0 
Minuten" bezeichnet. Gleichzeitig wurden die differenzierten Zellen als Kontrolle im 
Medium allein oder mit 15 mM NAC als NAC Kontrolle inkubiert. Diese Experimente 
wurden dreimalig wiederholt.  
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3.2.3 Die Zelllyse 
 
Die Makrophagen wurden mit den oben beschriebenen Bedingungen in 6-Well-
Platten kultiviert. Nach der Behandlung wurden die Zellen aspiriert und mit kaltem 
PBS gewaschen. 300 L Mammalian Protein Extraction Reagent und darin 
enthaltener Protease Inhibitor Cocktail (Roche Cat N. 11836170001) wurden 
dazugegeben. Mit einem Schaber wurden die Zellen von der Platte entfernt, die 
lysierten Zellen gut durchmischt und dreimal eingefroren. Danach folgte eine 
Zentrifugation mit 12 000g auf 4°C für 15 Minuten. Die Proteinkonzentration der 
Lysate wurde anschließend mit der Bradford-Methode bestimmt. Die Bradford-
Methode ist ein schnell durchzuführendes und leicht reproduzierbares Verfahren zur 
Proteinkonzentrationsmessung. Durch Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant 
Blue G-250 an die Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm 
(ohne Protein) zu 595 nm (mit Protein). Diese Zunahme der Absorption bei 595 nm 
wird gemessen und daraus die Proteinkonzentration bestimmt (Bradford 1976). 
Die Proben wurden bei –80 ºC eingefroren, mit Trockeneis verpackt und ins 
Plazentalabor geschickt.  
 
3.2.4 MTT-Assay  
 
Die Zytotoxizitätstests wurden in 96-Well-Platten durchgeführt, es wurden in jedem 
Well 1 x 104 Zellen aktiviert. Die Makrophagen wurden in 100 ml frischem RPMI-1640 
Medium für 24 Stunden kultiviert. Nach der Inkubation über Nacht wurden sie mit 0,1, 
1 und 3 mg/ml LPS, 1 und 2 mM H2O2, 15 mM NAC oder als Kontrolle lediglich mit 
Medium behandelt, danach folgte die Untersuchung der durch die zugegebenen 
Substanzen induzierte Zytotoxizität. Als Maß der Zytotoxizität wurde die Veränderung 
der metabolischen Aktivität mittels MTT-Assay gemessen. Alle Bedingungen wurden 
vier mal wiederholt. 
Für den MTT Assay wurden die Zellen gewaschen und 100 ml FCS freies Medium 
und 20 ml der 0,5 mg/ml MTT-Lösung (Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid ) in jedes Well gegeben. Die Platten wurden für 3 Stunden 
bei 37ºC und unter 5% CO2 in den Brutschrank gestellt. Danach wurde die 
Farbquantifizierung mit einem Spektrophotometer (Anthos Reader 200, Cultek) bei 
einer Wellenlänge von 495 nm durchgeführt. Mit dem Referenzfilter von 620 nm 
wurde die Korrektur der Hintergrundabsorption durchgeführt, die durch Zellfragmente 
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entstehen kann. Die Absorptionswerte wurden durch den Mittelwert der Absorption in 
der Kontrollgruppe (Medium) korrigiert. 
Alle Zytotoxizitätstests wurden unabhängig voneinander in 3-facher Ausführung mit 
jeweils vier Proben durchgeführt. Der Prozentsatz der Zellviabilität wurde mit Hilfe 
der Teilung des durchschnittlichen Absorbanzwertes der behandelten Zellen mit LPS 
(0.1, 1, 3 mg/ml) oder 15mM NAC durch den durchschnittlichen Absorbanzwert der 
Kontrollzellen bestimmt. 
 
3.4 Kontrolle mittels SDS-Page und Western Blot 
 
3.4.1 SDS-Page 
 
Die SDS-Page wird zur Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Größe und zur 
Analyse von Proteinmischungen angewandt. SDS als anionisches Tensid bildet mit 
den meisten Proteinen einen negativ geladenen SDS-Protein-Komplex mit 
konstantem Ladungs-Masse-Verhältnis. Es denaturiert die Proteine und unterbindet 
auf diesem Weg Protein-Protein-Wechselwirkungen (Quartärstrukturen). Die 
Komplexe unterscheiden sich lediglich durch ihre Größe und besitzen vergleichbare 
hydrodynamische Eigenschaften. Wird ein elektrisches Feld erzeugt, wandert der 
SDS-Protein-Komplex gemäß seiner negativen Ladung in Richtung des Plus-Pols. 
Dabei separiert der Molekularsiebeffekt der porösen Polyacrylamidmatrix die SDS-
Proteine-Komplexe. Die Auftrennung erfolgt nach der Kettenlänge proportional zur 
Molekülmasse, denn die längeren Proteine werden im Gel stärker zurückgehalten als 
kürzere Proteine. Die Eigenladungen der Proteine sind unter der SDS-Beladung 
vernachlässigbar. Die positiven Ladungen sind zudem im basischen pH des Gels 
stark verringert (Rehm und Letzel 2010).  
Das häufigste angewandte System ist das diskontinuierliche Lämmli-System mit Tris-
Glycin-Puffern (Laemmli 1970), welches auch in dieser Arbeit angewendet wurde.  
 
Durchführung 
 
Gegossen wurden die Gele nach den nachfolgenden Rezepturen: 
 
Dichtegel 
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Trenngel 9% 
 
 
Sammelgel 
 
Die Gele wurden in folgender Reihenfolge eingefüllt: Dichtegel zur Abdichtung der 
Elektrophoresekammer, Trenngel und Dichtegel in die Kammer. 
Der Unterschied zwischen Sammel- und Trenngel besteht in der unterschiedlichen 
Porengröße und in den pH-Werten. Das Sammelgel weist einen neutralen pH-Wert 
auf, in dem die Proteine aufkonzentriert werden. Die Proteine wandern anschließend 
in das Trenngel mit basischen pH, in dem die eigentliche Auftrennung erfolgt. Der 
pH-Gradient zwischen Sammel- und Trenngelpuffer führt zu einem Stapelungseffekt 
an der Grenze zum Trenngel (Rehm und Letzel 2010).  
Nach kompletter Aushärtung der Gele wurde das Elektrophorese-Fenster in die 
Laufkammer eingesetzt und 1x Laufpuffer dazugegeben.  
Trenngel 0,5 ml 1 ml 
APS 40% 20 µl 20 µl 
TEMED 2 µl 2 µl 
 1 Gel 2 Gele 
AA/BAA 40% 2,5 ml 5 ml 
Trenngelpuffer 1,43 ml 2,85 ml 
SDS 20% 37,5 µl 75 µl 
dH2O 3,6 ml 7,2 ml 
APS 40% 60 µl 60 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 
 1 Gel 2 Gele 
AA/BAA 40% 0,5 ml 1 ml 
Sammelgelbuffer 0,94 ml 1,88 ml 
SDS 20% 18,6 µl 37,5 µl 
dH2O 2,33 ml 4,65 ml 
APS 40% 60 µl 60 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 
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Im Vorfeld wurden die Proben aus lysierten Zellen aufgetaut, kurz zentrifugiert , SDS 
und DTT in Form von 5 µl Probenpuffer zugesetzt und die Menge mit Zelllysepuffer 
auf 27 µl aufgefüllt. Anschließend fand die Denaturierung der Proben bei 95 °C 
sieben Minuten statt um Sekundär- und Tertiärstrukturen durch Unterbrechung der 
Wasserstoffbrückenbindung und Konformationsänderungen aufzubrechen (Rehm 
und Letzel 2010). Als Negativkontrolle diente destilliertes Wasser mit Probenpuffer. 
Die Befüllung der Taschen erfolgte durch spezielle Pipettenspitzen.  
Anschließend wurde die Kammer an die Spannungsquelle bei konstanter Einstellung 
der Stromstärke von 25 mA (1 Gel) oder 50 mA (2 Gele) angeschlossen. 
 
3.4.2 Western Blot 
 
Beim Blotten werden die Proteine des SDS-Gels elektrophoretisch auf eine 
absorbierende Trägermembran übertragen. Dabei wird ein senkrecht zum Gel 
gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch die Proteine zur Anode wandern. 
Zudem kann der Transfer alternativ durch Kapillarwirkungen in Richtung des 
trockenen, hydrophilen und absorbierenden Materials erfolgen (Kapillartransfer). Die 
Membran kann aus verschiedenen Materialien wie Nylon, Glasfaser oder 
Polyvinylidenfluorid bestehen. Häufig wird Nitrocellulosemembran eingesetzt (Towbin 
et al. 1979), die Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen und 
Wasserstoffbrücken bindet und immobilisiert. Beim Transfer bleibt das Muster der 
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Die Proteine sind nun aber für weitere 
Methoden zugänglich wie Färbungen oder Immundetektion.  
Die Proteine können renaturieren und teilweise ihre Sekundär- und Tertiärstruktur 
wieder einnehmen. Aufgrund der räumlichen Trennung der verschiedenen 
Untereinheiten eines Proteins kann die Quartärstruktur so jedoch nicht 
wiederhergestellt werden (Lottspeich und Engels 2006). 
 
Durchführung 
 
Der Blot wurde folgendermaßen ohne Lufteinschlüsse zusammengesetzt: Fünf 
Seiten Filterpapier, die aktivierte Membran, das SDS-Gel und weitere fünf Seiten 
Filterpapier. Mit 250 mA bei 300 V wurde für 25 Minuten ein elektrisches Feld 
angelegt. 
Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran für eine Stunde blockiert. Dabei 
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wurden die freien unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Membran blockiert, 
um die Bindung der Antikörper an diesen Stellen zu verhindern (Lottspeich und 
Engels 2006). 
 
3.4.3 Inkubieren mit Antikörpern 
 
Die Membranen wurden mit folgenden Lösungen geblockt und mit 7 ml der 
Blocklösung und dem verdünnten primären Antikörper bei 4 °C im Kühlschrank 
inkubiert. 
 
 
Antikörper Blocklösung Verdünnung Inkubationszeiten 
1. Antikörper pIRAK-1 Milchpulver 5% über Nacht 
  pErk1/2 Net-G 1:1000 über Nacht 
  ERK1/2 Net-G 1:1000 über Nacht 
  pStat3 Net-G 1:1000 über Nacht 
  STAT3 Net-G 1:1000 über Nacht 
  NFκB Net-G 1:1000 über Nacht 
  β-Aktin Net-G 1:1000 über Nacht 
2. Antikörper Anti-Rabbit-Antikörper Net-G 5:1000 1 Stunde 
    Milchpulver 5% 1 Stunde 
 
 
Der primäre Antikörper bindet an sein spezifisches Antigen auf der Membran. Die 
besten Ergebnisse wurden bei dem primären Antikörper pStat3/STAT3, 
pErk1/2/ERK1/2, NFκB und β-Aktin bei der Verwendung von Net-G zum Blocken 
erzielt. Deshalb erfolgte die Blockierung, Waschung und Inkubation mit diesem 
Detergenz. Der Antikörper IRAK-1 zeigte am Anfang eine geringe Signalstärke bei 
Verwendung von Net-G. Diese konnte aber durch Änderung des Systems verbessert 
werden, in dem die Blockierung und Inkubation mit Milch und die Waschung mit 
TBS/Tween durchgeführt wurde (siehe Abb. 5.7) 
Die Waschung erfolgte für pIRAK-1 mit TBS/Tween und für die anderen Antikörper 
mit Net-G, um schwächer haftende, unspezifisch gebundene Antikörper von der 
Membran zu entfernen. Die Membran wurde am nächsten Tag mit dem sekundären 
Antikörper (Anti-Rabbit-Antikörper) bei 4°C im Kühlschrank inkubiert. Der sekundäre 
Antikörper bindet spezifisch an bestimmte Bereiche des ersten Antikörpers (in der 
Regel die Fc-Region) (Lottspeich und Engels 2006). 
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3.4.4 Detektion der Proteine 
 
Die Membran wurde mit der "Chemilumineszenz Luminata Forte" behandelt, die 
Meerrettichperoxidase (HRP) enthält. HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol in 
seine oxidierte Form. Dessen Chemilumineszenzreaktion (ECL-Reaktion) kann mit 
Hilfe des Gel-Dokumentationssystem MF-ChemiBIS und dessen 
Auswertungssoftware „Gel Capture" detektiert werden. Dabei wird das ausgestrahlte 
Licht mittels einer CCD-Kamera aufgefangen (Rehm und Letzel 2010). 
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3.5. "Stripping" 
 
Zur Wiederverwertung der Membran wurde das Stripping-Verfahren durchgeführt.  
Das bedeutet, dass auf einer Western blot-Membran gebundene Antikörper wieder 
entfernt werden, so dass nachfolgend weitere Proteine mit anderen Antikörpern 
detektiert werden können. 
Nach der Entwicklung der Membran wurde diese jeweils zwei mal sieben Minuten in 
der sauren Stripping-Lösung als Mild-Stripping-Methode, belassen. Daraufhin folgte 
eine Behandlung mit PBS jeweils zwei mal zehn Minuten und mit TBS/Tween mit 
jeweils zwei mal sieben Minuten. Anschließend wurde die Membran für eine Stunde 
mit Net-G oder Milchpulver geblockt und der primäre Antikörper der totalen Proteine 
konnte aufgetragen werden.  
Bei Antikörpern mit ähnlichem Molekulargewicht wie IRAK-1 (80 kDa) auf STAT3 
(79,86 kDa) oder beim Versagen der Mild-Stripping-Methode wurden die 
verbleibenden Stoffe mittels Mercaptoethanol entfernt (Heimer 1989). Dazu wurde 
die Membran für 30 Minuten unter dem Abzug in eine Lösung mit Mercaptoethanol 
gelegt. Anschließend erfolgte die Waschung, vier mal je fünf Minuten, mit TBS/Tween 
sowie die erneute Blockierung für 30 Minuten mit Net-G oder Milchpulver. Im 
Anschluss daran folgte die ausgiebige Waschung der Membran und die 
Untersuchung eines weiteren Antikörpers. 
 
3.6. Auswertung mit Total Lab 
 
Die Analyse der aufgenommenen Bilder der Western blots erfolgte mittels 
Densitometrie über das Programm „Total Lab". Die Densitometrie ist ein semi-
quantitatives Verfahren, bei dem das Verhältnis des Volumens der Bande des 
Proteins zum Hintergrund bestimmt wird (siehe Abb. 3.5a), um daraus ein Integral 
zur Bestimmung der Signalstärke zu berechnen (siehe Abb. 3.5b) (Gassmann et al. 
2009). 
Die daraus resultierenden Werte wurden anhand des Referenzwertes der 
Expressionsstärke von β-Aktin und der entsprechenden Zeit normalisiert. Die 
Normalisierung der Zeit erfolgte durch eine Angleichung an die Zeitachse durch 
Nullsetzung am 0-Minuten-Wert und die Bestimmung der Differenz zu den folgenden 
Werten.  
Aufgrund der fehlenden Normalverteilung und der relativ kleinen Probenzahlen pro 
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Stimulationskonstellation wurde auf statistische Analysen verzichtet und keine 
Signifikanzen ermittelt, sondern die Ergebnisse deskriptiv dargestellt 
 
 
a) 
 
 
 
 
 
 
  
 
                                  
 
 
b) 
 
 
 
                                        
 
 
 
 
 
 
Abb.3.5.  Beispiel der Auswertung mit Hilfe der Densitometrie  
a) Membran zum Nachweis von ERK 1/2  
b) Integrale zur Berechnung der Pixelstärke einer Doppelbande von ERK 1/2 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Signaltransduktion über TLR-4 - pIRAK-1 
 
4.1.1 LPS-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Analyse des Einflusses von LPS auf die Aktivierung von IRAK-1 als 
Signalmolekül des TLR-4 wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 
45 und 60 Minuten mit 1 g/ml LPS inkubiert, um eine Entzündungsreaktion zu 
simulieren. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf 
eine Membran geblottet. Durch den spezifischen Antikörper anti-pIRAK-1 wurde die 
Phosphorylierung von IRAK-1 mittels Chemilumineszenz-Reaktion detektiert und 
Densitometrie ausgewertet. Die Werte wurden anhand des Housekeeping Proteins β-
Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 
0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des 
Differenzbetrages zu diesem Wert berechnet.  
THP-1-Zellen zeigen eine konstitutive Phosphorylierung von IRAK-1. Die LPS-
stimulierten THP-1 Zellen (n=3) zeigen einen Anstieg der Phosphorylierung von 
IRAK-1 in den ersten 25 Minuten nach LPS-Exposition. Das Maximum wird zwischen 
25 und 35 Minuten erreicht, danach kommt es zum Abfall der Phosphorylierung. Die 
Aktivierung von IRAK-1 endet bei 25 Minuten mit dem Rückgang der 
Phosphorylierung, die auch visuell im Western Blot auftritt (siehe Abb. 4.1c). 
LPS aktiviert die Phosphorylierung von IRAK-1 über die Stimulation des TLR-4 und 
somit die Makrophagen der Zelllinie THP-1, welche eine Entzündungsreaktion 
auslösen können, die durch NAC moduliert werden kann. 
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 a) 
 
b) 
 
 
c) 
Stimulation in min               0        5        15        25       35        45       60     
 
   pIRAK-1    
 
Abb. 4.1 Relative Phosphorylierung von IRAK1 in LPS stimulierten THP-1-Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
IRAK-1-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS-Stimulierung (n=3) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. Die Aktivierung von IRAK-1 steigt in den ersten 25 
Minuten bei vorbestehender Phosphorylierung, erreicht ihr Maximum bei 25 Minuten und fällt 
danach ab.  
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4.1.2 NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Untersuchung einer Wirkung der alleinigen Gabe von NAC auf den TLR-4 
Signalweg über IRAK-1 wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 
45 und 60 Minuten mit 15 mM NAC inkubiert. Die Auftrennung der Zelllysate erfolgte 
mittels SDS-Page und die Proteine wurden auf eine Membran übertragen. Durch den 
spezifischen Antikörper anti-pIRAK-1 konnte die Phosphorylierung von IRAK-1 
mittels Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden. Die Auswertung erfolgte 
mit Hilfe der Densitometrie. Die Werte wurden anhand des Housekeeping Proteins β-
Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 
0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des 
Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Die NAC-stimulierten Zellen (n=5) zeigen einen Anstieg der Aktivität von IRAK-1. Der 
Anstieg gestaltet sich in den einzelnen Experimenten unterschiedlich, sowohl steil 
ansteigend in den ersten 5 Minuten als auch langsamer mit einem späteren Anstieg 
bei 25 Minuten. Das Maximum wird zwischen 15 und 35 Minuten erreicht, 
anschließend fällt die Phosphorylierung langsam ab (siehe Abb. 4.2 a). Bei der 
Auswertung der Mittelpunktberechnung aller Experimente sieht man einen stetigen 
Anstieg der Phosphorylierung mit Maximum bei 35 Minuten und späterem Abfall der 
Aktivität von IRAK-1 (siehe Abb. 4.2 b). Optisch kann während des Zeitverlaufs in 
mehreren Western Blots ein Anstieg der Intensität der Banden wahr genommen 
werden, der im hinteren Drittel wieder abfällt (siehe Abb. 4.2 c). 
Die alleinige Gabe von NAC aktiviert das Signalmolekül IRAK-1 in schwacher 
Ausprägung. Eine inhibierende Wirkung ist nicht zu beobachten. 
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a) 
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c) 
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Abb. 4.2 Relative Phosphorylierung von IRAK1 in NAC stimulierten THP-1-Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blot Membranen zur 
Kinetik der IRAK-1-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach NAC-Stimulierung (n=5) 
dar. Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die 
Veränderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages 
berechnet. a) bildet alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der 
Versuche ab. c) zeigt einen repräsentativen Western Blot. Die Versuche zeigen einen 
Anstieg der Phosphorylierung mit Maximum bei 15-35 Minuten und den anschließenden 
Abfall der Phosphorylierung.   
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4.1.3 LPS+NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Analyse einer Änderung in der Aktivierung von TLR-4 und dessen Signalmolekül 
IRAK-1 wurden Zellen der Linie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 und 60 Minuten mit 1 
g/ml LPS zur Simulation einer Entzündungsreaktion und mit 15 mM NAC zur 
Untersuchung von dessen inhibierender Wirkung inkubiert. Die Zelllysate wurden 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine Membran geblottet. Durch 
den spezifischen Antikörper anti-pIRAK-1 wurde die Phosphorylierung von IRAK-1 
mittels Chemilumineszenz-Reaktion detektiert und mit Hilfe der Densitometrie 
ausgewertet. Die Werte wurden anhand des Housekeeping Proteins β-Aktin und 
gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten 
als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des 
Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Die LPS+NAC-stimulierten THP-1 Zellen (n=8) weisen einen Anstieg der 
Phosphorylierung von IRAK-1 auf. Dieser zeigt sich unterschiedlich in der 
Ausprägung und ist in einem Teil der Experimente stark, in dem anderer schwach. 
Das Maximum wird bei 25 Minuten erreicht, danach fällt die Aktivierung ab, um 
abermals bei 60 Minuten gering anzusteigen (siehe Abb. 4.3 a). In einem Teil der 
Experimente konnte eine sehr starke Bande bei 0 Minuten detektiert werden, welcher  
hauptsächlich aus einer zweiten beim Kooperationspartner erstellten Charge 
stammte, deren Herstellung jedoch der ersten Charge absolut identisch gewesen 
sein soll. Die Mittelwertbestimmung der einzelnen Versuche zeigt eine konstant 
ansteigende Aktivierung von IRAK-1 mit Maximum bei 25 Minuten. Anschließend 
erfolgte ein Rückgang bis 45 Minuten und danach ein schwacher Anstieg (siehe Abb. 
4.3 b). Optisch fällt ein ähnlicher Verlauf in den Western Blots auf (siehe Abb. 4.3 c). 
Unter NAC-Behandlung von LPS-stimulierten THP-1 Zellen kommt es zur 
Phosphorylierung von IRAK-1 und somit zur Stimulation von TLR-4. Die LPS+NAC-
Stimulation zeigte eine stärkere Ausprägung der Aktivierung als die alleinige LPS-
Exposition. 
Ein hemmender Effekt von NAC ist nicht zu beobachten. Im Gegensatz dazu wird die 
Aktivierung von IRAK-1 und die damit einhergehende Entzündungsreaktion durch 
NAC verstärkt. 
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Abb. 4.3 Relative Phosphorylierung von IRAK1 in LPS+NAC stimulierten THP-1-Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
IRAK-1-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS+NAC-Stimulierung (n=8) dar. 
Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen 
zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) 
bildet alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) 
zeigt einen repräsentativen Western Blot. Die Phosphorylierung von IRAK-1 steigt in den 
ersten 25 Minuten mit unterschiedlicher Intensität an. Das Maximum wird bei 25 Minuten 
erreicht, anschließend fällt die Aktivität leicht ab und beginnt bei 45 Minuten erneut 
anzusteigen.   
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4.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse  
 
Der Einfluss von LPS auf den TLR-4 Signalweg in Makrophagen der Zelllinie THP-1 
weist bei vorbestehender Phosphorylierung einen Anstieg der Aktivität von IRAK-1 
und eine damit verbundene Entzündungsreaktion auf.  
NAC allein wirkt ebenfalls auf die Aktivierung von IRAK-1, jedoch nur in schwacher 
Ausprägung. 
Die Gabe von NAC zu LPS-stimulierten THP-1Zellen zeigt einen steilen Anstieg der 
Phosphorylierung von IRAK-1 und verstärkt die Stimulation von LPS.  
Vergleichend betrachtet, kommt es bei LPS und LPS+NAC zu einem Anstieg der 
Phosphorylierung von IRAK-1. Das Maximum liegt dabei im mittleren Drittel mit 
anschließenden Abfall der Aktivierung. Diese ist bei LPS+NAC höher als bei LPS. 
NAC als alleinige Gabe zeigt einen leichten Anstieg der Aktivierung, die Signalstärke 
ist schwächer ausgeprägt als bei LPS und LPS+NAC (siehe Abb. 4.4). 
 
 
 
Abb. 4.4 Vergleich der Kinetik der Phosphorylierung von IRAK-1 in LPS und LPS+NAC 
stimulierten THP-1 Zellen Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der zeitlichen Verläufe in der 
Kinetik der IRAK-1-Phosphorylierung in LPS, NAC und LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen. 
LPS und LPS+NAC führen beide zum Anstieg der Phosphorylierung von IRAK-1, mit 
Maximum bei 25 Minuten und anschließendem Abfall. LPS+NAC weist eine stärkere 
Aktivierung von IRAK-1 auf als LPS. NAC allein zeigt einen Anstieg der Aktivierung bis 35 
Minuten auf, danach erfolgt ein Abfall. Die Phosphorylierung ist schwächer ausgeprägt als 
bei LPS und LPS+NAC.  
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4.2 Transkriptionsfaktor NFκB 
 
4.2.1 LPS-Stimulation der THP-1 Zellen    
      
Zur Analyse des Einflusses von LPS auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
NFκB wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 und 60 Minuten 
mit 1 g/ml LPS inkubiert, um eine Entzündungsreaktion zu simulieren. Die 
Proteinauftrennung der Zelllysate erfolgte mittels SDS-Page, anschließend wurden 
die Proteine auf eine Membran geblottet. Durch den spezifischen Antikörper anti-
NFκB p65 wurde die Phosphorylierung der p65-Untereinheit von NFκB mittels 
Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen und densitometrisch ausgewertet. Die 
Werte wurden anhand des Housekeeping Proteins β-Aktin und gegen die Zeit 
normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ 
definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des Differenzbetrages zu 
diesem Wert ermittelt. 
Die Messreihen zeigen einen Anstieg der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors 
NFκB in LPS-stimulierten Zellen (n=4) zu unterschiedlichen Zeitpunkten. In einem 
Teil der Experimente erfolgt ein Anstieg der Phosphorylierung in den ersten 25 
Minuten mit anschließendem Abfall. Ein anderer Teil wird erst ab 25 Minuten aktiviert 
und bleibt über die 60 Minuten konstant (siehe Abb. 4.6 a). Die Auswertung der 
Mittelwerte in der Densitometrie ergibt einen schwachen Anstieg der NFκB-
Phosphorylierung im vorderen Zeitverlauf mit Maximum bei 25 Minuten. Im 
Folgenden kommt es zu einem schwachen Abfall der Aktivierung, sowie zu einem 
kurzen erneuten Anstieg der Phosphorylierung bei 45 Minuten (siehe Abb. 4.6 b). Bei 
der optischen Betrachtung der Banden fällt vorwiegend ein Anstieg der 
Phosphorylierung von NFκB p65 bis 25 Minuten und ein späteren Abfall der 
Bandenstärke auf (siehe Abb. 4.6 c). 
LPS stimuliert die Aktivierung der NFκB-Untereinheit p65 und damit die Transkription 
verschiedener Gene zur Ausschüttung entzündungsfördernder Zytokine. Zudem 
unterstützt es die Produktion von radikalen Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies, die 
eine Entzündungsreaktion im Organismus hervorrufen können. 
 
 
 
 
 __________________________________________________________ Ergebnisse 
50 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
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Abb 4.6 Relative Phosphorylierung von NFκB p65 in LPS stimulierten THP-1-Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
NFκB-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS-Stimulierung (n=4) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. a) Ein Teil der Experimente zeigt einen Anstieg in den 
ersten 25 Minuten und anschließenden Abfall. Ein anderer Teil eine spätere Aktivierung mit 
anhaltender Phosphorylierung nach 60 Minuten. b) Durchschnittlich weist die 
Phosphorylierung von NFκB einen langsamen Anstieg bis 25 Minuten und nachfolgenden 
Abfall mit erneuter kurzer Aktivierung bei 45 Minuten auf.  
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4.2.2 NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Untersuchung einer Wirkung der alleinigen Gabe von NAC auf den 
Transkriptionsfaktor NFκB bzw. dessen Untereinheit p65 wurde die 
Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 und 60 Minuten mit 15 mM NAC 
inkubiert. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf 
eine Membran übertragen. Durch den spezifischen Antikörper ant-NFκB p65 zum 
Nachweis der Phosphorylierung der p65-Untereinheit von NFκB mittels 
Chemilumineszenz-Reaktion detektiert und Densitometrie ausgewertet. Die Werte 
wurden anhand des Housekeeping Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, 
dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die 
weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert 
ermittelt. 
Die NAC-Stimulation von THP-1 Zellen (n=5) weist in der Mehrzahl der Experimente 
einen steilen Anstieg der Phosphorylierung von NFκB p65. Dieser Anstieg erfolgt bis 
35 Minuten mit anschließendem Abfall der Aktivierung. Einige Versuche zeigen eine 
vorbestehende Phosphorylierung (siehe Abb. 4.7 a). Die Mittelwertermittlung der 
Densitometrie ergibt nach Abfall der vorbestehenden Phosphorylierung einen 
stetigen Anstieg der Aktivierung bis zu dem Zeitwert von 35 Minuten. Danach erfolgt 
der Abfall der Phosphorylierung von NFκB p65 in der NAC-Stimulation der THP-1 
Zellen (siehe Abb.4.7 b). Bei der optischen Auswertung der Blot Membranen kann 
ein kontinuierlicher Anstieg der Phosphorylierung über den gesamten Zeitverlauf mit 
Abfall im letzten Drittel gezeigt werden (siehe Abb. 4.7 c). 
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Abb. 4.7 Relative Phosphorylierung von NFκB p65 in NAC stimulierten THP-1-Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
NFκB-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach NAC-Stimulierung (n=5) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. a) Zusammenfassend kann man sagen, dass es sich um 
einen Anstieg der NFκB-Phosphorylierung in den ersten 35 Minuten mit anschließendem 
Abfall der Aktivierung handelt. Bei einigen Experimenten zeigt sich eine geringe konstitutive 
Phosphorylierung. Die Aktivierungsphase erstreckt sich in den verschiedenen Experimenten 
auf 15-35 Minuten.  
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4.2.3 LPS+NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Analyse einer Änderung in der Aktivierung der Untereinheit p65 des 
Transkriptionsfaktors NFκB wurden Zellen der Linie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 
und 60 Minuten mit 1 g/ml LPS zur Simulation einer Entzündungsreaktion und mit 
15 mM NAC zur Untersuchung von dessen inhibierender Wirkung inkubiert. Die 
Zelllysate wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine 
Membran geblottet. Durch den spezifischen Antikörper anti-NFκB p65, der die 
Untereinheit p65 vonNFκB bindet, wurde die Phosphorylierung von NFκB mittels 
Chemilumineszenz-Reaktion detektiert und Densitometrie ausgewertet. Die Werte 
wurden anhand des Housekeeping Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, 
dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die 
weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert 
ermittelt. 
Nach Zugabe von NAC zu den LPS-stimulierten THP-1 Zellen (n=7) zeigt sich in 
einer großen Anzahl der Versuche zunächst ein schwacher Anstieg der 
Phosphorylierung von NFκB p65 innerhalb der ersten 15-25 Minuten. Anschließend 
kommt es zu einem kontinuierlichen, langsamen Abfall der Phosphorylierung bzw. 
einem erneuten Anstieg über die 60 Minuten hinaus (siehe Abb. 4.8 a). Die 
Mittelwertauswertung der Densitometrie zeigt ebenfalls den langsamen, stetigen 
Anstieg mit Maximum bei 25 Minuten sowie einen langsamen, konstanten Abfall und 
erneuten kurzen Anstieg der Aktivierung bei 60 Minuten (siehe Abb.4.8 b). 
Die densitometrischen Ergebnisse sind auch bei Ansicht der Blot-Membranen 
nachvollziehbar (Abb. 4.8 c zeigt eine repräsentative Bandenreihe). 
Unter NAC-Behandlung kommt es zur Aktivierung der p65-Untereinheit des 
Transkriptionsfaktors  NFκB in LPS-stimulierten THP-1 Zellen. Diese fällt schwächer 
aus als unter alleiniger LPS-Exposition. NAC zeigt einen hemmenden Effekt auf die 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors und damit auf die durch LPS verursachte 
Entzündungsreaktion. 
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Abb. 4.8 Relative Phosphorylierung von NFκB in LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
NFκB-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS+NAC-Stimulierung (n=7) dar. 
Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen 
zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) 
bildet alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) 
zeigt einen repräsentativen Western Blot. a). Die Mehrzahl der Versuche zeigt einen Anstieg 
der Phosphorylierung bis 25 Minuten mit anschließendem Abfall der Aktivität. einige 
verlaufen über die 60 Minuten konstant. b). Der Verlauf über die Zeit beginnt mit einer 
langsamen, stetigen Aktivierung und erreicht das Maximum bei 25 Minuten. Im Anschluss 
kommt es zu einem Abfall und erneutem Anstieg der Phosphorylierung bei 60 Minuten.  
 
-0,1
-0,05
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0 5 15 25 35 45 60
R
e
la
ti
ve
 In
te
n
si
tä
t 
d
e
r 
P
h
o
sp
h
o
ry
lie
ru
n
g
Zeit(min)
-0,10
-0,05
0,00
0,05
0,10
0 5 15 25 35 45 60
R
e
la
ti
ve
 In
te
n
si
tä
t 
d
e
r 
P
h
o
sp
h
o
ry
lie
ru
n
g
Zeit(min)
 __________________________________________________________ Ergebnisse 
55 
 
4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Zusammenfassend ist es möglich zu sagen, dass die LPS-Exposition auf die 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB in Makrophagen der THP-1 Zelllinie 
einen langsamen, aber kontinuierlichen Anstieg der Phosphorylierung von NFκB p65 
im mittleren Drittel des beobachteten Zeitverlaufs bewirkt. 
NAC führt ebenfalls zu einer Aktivierung von NFκB in Form eines Anstiegs der 
Phosphorylierung. Diese ist schwächer ausgeprägt als unter LPS und LPS+NAC 
Stimulation. 
Die Behandlung LPS-stimulierter Zellen mit NAC zeigt einen Anstieg der Aktivierung 
des Transkriptionsfaktors NFκB und dessen Untereinheit p65. Diese sinkt im hinteren 
Drittel der Zeit unter Aktivierungsniveau. Der Kurvenverlauf von LPS und LPS+NAC 
ist nahezu identisch, die Signalstärke bei LPS ist stärker als bei LPS+NAC. (siehe 
Abb. 4.9). NAC ist scheinbar in der Lage, LPS-getriggerte Entzündungsreaktionen 
abzuschwächen. 
 
 
 
Abb. 4.9 Vergleich der Kinetik der Phosphorylierung von NFκB in LPS und LPS+NAC 
stimulierten THP-1 Zellen Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der zeitlichen Verläufe in der 
Kinetik der NFκB-Phosphorylierung in LPS, NAC und LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen. 
Die Phosphorylierung von NFκB in LPS und LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen zeigt einen 
fast identischen Verlauf. Der Abfall der Aktivität bei LPS ist stärker ausgeprägt als bei 
LPS+NAC. Die NAC-Gabe aktiviert die Phosphorylierung von NFκB. Diese ist schwächer als 
bei LPS und LPS+NAC, das Maximum wird erst später erreicht.     
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4.3 pErk1/2 und ERK 1/2 
 
4.3.1 LPS-Stimulation der THP-1 Zellen    
 
Zur Analyse des Einflusses von LPS auf die Aktivierung der Signalmoleküle ERK1/2 
des RAS/MEK/ERK-Weges wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 
35, 45 und 60 Minuten mit 1g/ml LPS inkubiert, um eine Entzündungsreaktion zu 
simulieren. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die 
Übertragung der Proteine auf eine Membran erfolgte mittels Blotting. Durch die 
spezifischen Antikörper anti-ERK1/2 und anti-pErk1/2 wurde die Expression und 
Phosphorylierung von ERK1/2 mittels Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen 
und Densitometrie ausgewertet. Die Werte wurden anhand des Housekeeping 
Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum 
Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch 
Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Die Zugabe von LPS in THP-1 Zellen (n=5) bewirkt einen Anstieg der 
Phosphorylierung von ERK1. ERK2 lässt sich aufgrund der geringen Signalstärke 
nicht, bzw. lediglich schwach nachweisen. Es zeigt sich eine steile Aktivierung über 
das erste Drittel des Zeitverlaufes mit Maximum bei 15-25 Minuten. Anschließend 
nimmt die Phosphorylierung ab bzw. steigt in einem Versuch erneut an (siehe Abb. 
4.11a). Bei der Auswertung der Mittelwerte der Densitometrie wird ein ähnliches Bild 
mit steilem und schnellem Anstieg der Aktivierung von ERK1 im ersten Drittel des 
Zeitverlaufes mit Maximum bei 15 Minuten deutlich. Anschließend kommt es zu 
einem langsamen, aber stetigen Abfall der Phosphorylierung (siehe Abb. 4.11b). 
Optisch erkennt man auf den Blot Membranen ein langsam stärker werdendes Signal 
bis 25-45 Minuten, welches anschließend an Signalstärke verliert (siehe Abb. 4.11c). 
LPS führt zur schnellen Aktivierung des RAS/MEK/ERK-Weges. Dies zeigt sich bei 
der Phosphorylierung der Signalmoleküle ERK1/2. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
Stimulation in min                  0       5        15        25        35       45       60      
 
    pErk 1/2  
 
Abb.4.11 Relative Phosphorylierung von ERK1 in LPS stimulierten THP-1 Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
ERK1-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS Stimulierung (n=5) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. a) Die Stimulation von LPS führt zu einer Aktivierung 
von ERK1 innerhalb der ersten 15 Minuten, danach erfolgt der langsame Rückgang der 
Phosphorylierung. Dieser Verlauf konnte sowohl in der Mittelwertanalyse b) als auch bei der 
Auswertung der Western Blots nachgewiesen werden c) ERK2 kann aufgrund keines oder 
eines sehr schwachen Signals nicht gezeigt werden.  
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Die Analyse der Wirkung von LPS auf die Expression von ERK1/2 (n=8) zeigt keinen 
eindeutigen Einfluss auf keine der beiden Isoformen über die gesamte Zeitspanne. 
Die Signalstärke von ERK2 fällt schwächer aus als das Signal von ERK 1 (siehe Abb. 
4.12). 
 
 
 
 
Stimulation in min        0          5        15       25        35        45      60     
 
  ERK1/2  
 
Abb. 4.12 ERK1/2 in LPS stimulierten THP-1 Zellen  
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots der Expression von 
ERK1/2 in den ersten 60 Minuten nach LPS Stimulierung (n=8) dar und zeigt den Mittelwert 
und den Standardfehler der Experimente. Darunter befindet sich ein repräsentativer Western 
Blot. Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die 
Veränderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages 
berechnet. Die Expression von ERK1/2 ist über die 60 min nicht signifikant verändert und 
unterliegt leichte wellenartigen Schwankungen. Die Bandenintensität von ERK1- ist dabei 
stärker als von ERK2.  
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4.3.2 NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Untersuchung einer Wirkung der alleinigen Gabe von NAC auf den 
RAS/MEK/ERK-Weg über ERK1/2 wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 
25, 35, 45 und 60 Minuten mit 15 mM NAC inkubiert. Die Zelllysate wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine Membran geblottet. Durch die 
spezifischen Antikörper anti-ERK1/2 und anti-pErk1/2 wurde die Expression und 
Phosphorylierung von ERK1/2 mittels Chemilumineszenz-Reaktion detektiert. Die 
Auswertung erfolgte densitometrisch. Die Werte wurden anhand des Housekeeping 
Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum 
Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch 
Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Nach der Stimulation der THP-1 Zellen mit NAC (n=5) konnte keine 
Phosphorylierung nachgewiesen werden. (siehe Abb. 4.13 a,b).  
Bei der optischen Analyse der Blot Membranen konnten ebenfalls keine Banden 
identifiziert werden mit Ausnahme der Positivkontrolle (siehe Abb.4.13 c.). 
NAC allein führt zu keiner Aktivierung des RAS/MEK/ERK-Weges über die 
Signalmoleküle ERK1/2 in THP-1 Zellen. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
Stimulation in min                0        5       15       25       35       45      60      N       P 
 
    pErk1/2 
 
Abb. 4.13 Relative Phosphorylierung von ERK1 in NAC stimulierten THP-1 Zellen 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
ERK1-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach NAC Stimulierung (n=5) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. Die Negativ- und Positivkontrolle ist als „N" und „P" 
gekennzeichnet. 
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Nach Inkubation mit NAC zeigt die Expression von ERK 1/2 (n=8) in der 
Densitometrie einen leichten Anstieg bis zu dem Zeitwert 15 Minuten. Danach kommt 
es bei beiden Proteinen zu einem leichten Abfall. Die Signale für ERK1 und ERK2 
sind im Vergleich ähnlich stark ausgeprägt. ERK1/2 kann optisch als Doppelbande in 
den Blot Membranen beobachtet werden (siehe Abb. 4.14). 
 
 
 
 
 
 
                                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Stimulation in min         0       5       15        25        35      45       60    
 
ERK1/2 
 
Abb. 4.14 ERK1/2 in NAC stimulierten THP-1 Zellen 
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots der beiden totalen 
Proteine ERK1/2 in den ersten 60 Minuten nach NAC Stimulierung (n=8) dar und zeigt den 
Mittelwert und den Standardfehler der Experimente. Darunter befindet sich ein 
repräsentativer Western Blot. Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ 
definiert und die Veränderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des 
Differenzbetrages berechnet. Die relative Intensität der Expression von ERK1/2 zeigt eine 
parallel verlaufende Kurve mit einem Peak bei 15 Minuten. Die typische Doppelbande kann 
in den Western Blots beobachtet werden.  
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4.3.3 LPS+NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
 
Zur Analyse einer Änderung in der Aktivierung des RAS/MEK/ERK-Weges über die 
Signalmoleküle ERK1/2 wurden Zellen der Linie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 und 60 
Minuten mit 1 g/ml LPS zur Simulation einer Entzündungsreaktion und mit 15 mM 
NAC zur Untersuchung von dessen inhibierender Wirkung inkubiert. Die Zelllysate 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Übertragung der Proteine erfolgte auf 
eine Membran. Durch die spezifischen Antikörper anti-ERK1/2 und anti-pErk1/2 
wurde die Expression und  Phosphorylierung von ERK1/2 mittels Chemilumineszenz-
Reaktion detektiert und Densitometrie ausgewertet. Die Werte wurden anhand des 
Housekeeping Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte 
wurden durch Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Bei der Untersuchung von LPS-stimulierten THP-1 Zellen mit NAC (n=10) zeigt sich 
in der Hälfte der Experimente eine  konstitutive Phosphorylierung bei 0 Minuten. Alle 
diese untersuchten Proben stammen aus einer zweiten beim Kooperationspartner 
erstellten Charge, deren Herstellung jedoch der ersten Charge absolut identisch 
gewesen sein soll. In allen Versuchen kann ein langsamer Anstieg der 
Phosphorylierung von ERK1 im  ersten Drittel des zeitlichen Verlaufes nachgewiesen 
werden. Diese Aktivierung von ERK1 fällt nach dem mittleren Drittel des Zeitverlaufes 
wieder ab (siehe Abb. 4.15 a). Die densitometrische Auswertung ergibt eine 
Phosphorylierung am Anfang des Verlaufs mit beginnendem langsamen, 
kontinuierlichen Anstieg der Aktivierung bis in den mittleren Zeitbereich, 
anschließend kommt es zum Rückgang der Phosphorylierung (siehe Abb. 4.15 b). 
Visuell lässt sich eine hohe Phosphorylierung durch die starke Bande am 
Ausgangspunkt bei 0 Minuten feststellen, die nur auf den Western Blots der zweiten 
Charge zu sehen ist. Im weiteren Verlauf zeigt sich eine Aktivierung der 
Phosphorylierung von ERK1 bis zum Maximum bei 35 Minuten, die danach langsam 
wieder abfällt (siehe Abb. 4.15 c). Die Gabe von NAC auf LPS-stimulierte THP-1 
Zellen führt nicht zu einer Änderung der Phosphorylierung von ERK1/2. Die 
Signalstärke ist identisch mit den Zellen, welche nur mit LPS behandelt wurden. Die 
Phosphorylierung von ER1/2 wurde unter NAC-Behandlung leicht verlangsamt und 
erreicht erst zum späteren Zeitpunkt das Maximum der Aktivierung.  
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a) 
 
b) 
 
c) 
Stimulation in min        0         5        15       25       35      45      60     
 
     pErk1/2 
 
Abb. 4.15 Relative Phosphorylierung von ERK1 in NAC stimulierten THP-1 Zellen  
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
ERK1-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS+NAC Stimulierung (n=10) dar 
Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen 
zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) 
bildet alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) 
zeigt einen repräsentativen Western Blot. a) Die Hälfte der Experimente zeigt eine 
konstitutive Phosphorylierung. Alle Versuche weisen einen Anstieg der Aktivierung von ERK1 
in den ersten 25-35 Minuten sowie den anschließenden Abfall der Phosphorylierung auf. b). 
Dieser Verlauf kann auch in den Abb. b) und c) nachvollzogen werden. ERK2 kann aufgrund 
keines oder eines sehr schwachen Signals nicht gezeigt werden.  
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Die Expression  von ERK1 und ERK2  ist leicht ansteigend über die gesamte 
Zeitspanne Das Signal für ERK1 erscheint dabei etwas stärker. 
Visuell können die Doppelbanden bei einem Großteil der Experimente nachgewiesen 
werden (siehe 4.16). 
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   ERK 1/2 
 
Abb. 4.16 ERK 1/2 in LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen 
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots von ERK1/2 in den 
ersten 60 Minuten nach LPS+NAC Stimulierung (n=11) dar und zeigt den Mittelwert und den 
Standardfehler der Experimente. Darunter befindet sich ein repräsentativer Western Blot Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 min. wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu den 
verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. Die typische 
Doppelbande kann in den Western Blots nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung von 
ERK 1/2 stellt sich im Verlauf leicht ansteigend dar. Das Signal für die Phosphorylierung ist 
bei ERK1 stärker ausgeprägt als bei ERK 2.  
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4.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass LPS in Makrophagen 
der Zelllinie THP-1 einen schnellen Anstieg der Phosphorylierung von ERK1 und die 
Entstehung einer Entzündungsreaktion hervorruft. 
Die alleinige Zugabe von NAC zeigt keinen Einfluss auf die  Aktivierung von ERK1 in 
den Experimenten.  
Die Behandlung von LPS-stimulierten THP-1 Zellen mit NAC führt zu einem Anstieg 
der Phosphorylierung in der ersten Hälfte der Zeit. Vergleicht man die Kinetik der 
Phosphorylierung von ERK1 zwischen LPS und LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen, 
wird bei LPS-stimulierten Zellen ein schnellerer und steilerer Anstieg der Aktivierung 
sichtbar. Die Signalstärke ist bei beiden Versuchsreihen, LPS und LPS+NAC, 
annähernd gleich. Das Maximum wird unter NAC-Gabe später erreicht als unter 
alleiniger LPS-Exposition und fällt schneller ab (siehe Abb. 4.17). 
 
 
 
Abb.4.17 Vergleich der Kinetik der Phosphorylierung von ERK 1 in LPS und LPS+NAC 
stimulierten THP-1 Zellen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der zeitlichen Verläufe in 
der Kinetik der ERK1-Phosphorylierung in LPS, NAC und LPS+NAC stimulierten THP-1 
Zellen. Die LPS stimulierten THP-1 Zellen zeigen einen schnelleren Anstieg der 
Phosphorylierung mit früherem Maximum und fallen schwächer ab. Im Vergleich dazu stehen 
die LPS +NAC stimulierten Zellen mit einer langsameren Aktivierung und schnelleren Abfall 
der Phosphorylierung mit Grundphosphorylierung. Die Signalstärke ist annähernd identisch. 
NAC allein induziert keine Phosphorylierung. 
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4.4 pStat3 und STAT3 
 
4.4.1 LPS-Stimulation der THP-1 Zellen    
 
Zur Analyse des Einflusses von LPS auf die Aktivierung des Signalmoleküls STAT3 
des JAK/STAT-Weges wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 
und 60 Minuten mit 1g/ml LPS stimuliert um eine Entzündungsreaktion zu inkubiert. 
Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine 
Membran geblottet. Durch die spezifischen Antikörper anti-STAT3 und anti-pSTAT3 
wurde die Expression und Phosphorylierung von STAT3 mittels Chemilumineszenz-
Reaktion detektiert und densitometrisch ausgewertet. Die Werte wurden anhand des 
Housekeeping Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte 
wurden durch Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Die Zugabe von LPS an THP-1 Zellen (n=5) zeigt in der Densitometrie aller 
Experimente einen Anstieg der Phosphorylierung von STAT3 mit Maximum bei 5-15 
Minuten. Im letzten Drittel kommt es zum Rückgang der Phosphorylierung. Einige 
Experimente weisen eine bereits zuvor bestehende konstitutive Phosphorylierung auf 
(siehe Abb. 4.19 a). Die Analyse der Mittelwerte in der Densitometrie ergibt eine 
starke schnelle Aktivierung von STAT3 bis zu dem Zeitpunkt von 15 Minuten. Im 
späteren Verlauf kommt es zum langsamen Abfall mit anschließendem erneuten 
geringen Anstieg der Aktivierung (siehe Abb. 4.19 b). Optisch lässt sich auch in der 
Auswertung der Blot Membranen eine Phosphorylierung in dem ersten Drittel der Zeit 
feststellen, der im Verlauf abnimmt um bei 60 Minuten erneut anzusteigen (siehe 
Abb. 4.19 c). 
LPS führt zur Phosphorylierung von STAT3 und damit zur Stimulation des JAK/STAT-
Weges in THP-1-Zellen. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
Stimulation in min                  0       5       15      25        35      45      60     
 
    pStat 3 
 
Abb.4.19 Relative Phosphorylierung von STAT3 in LPS stimulierten THP-1-Zellen. 
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
STAT3-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS Stimulierung (n=5) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. a) Die Experimente weisen auf einen Anstieg der 
Phosphorylierung hin. b) Nach 5 Minuten kommt es zur Aktivierung der Phosphorylierung 
von STAT3 bis zu dem Zeitwert 15 Minuten und anschließendem langsamen Abfall der 
Phosphorylierung. Ähnlich nach zu verfolgen in der optischen Western Blot-Auswertung. 
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Die Stimulation der THP-1 Zellen mit LPS  (n=8) hat keinen signifikanten Einfluss auf 
die Expression der beiden Splicingformen von STAT3, (α- und β-Form). Die 
Signalstärke ist bei STAT3α und STAT3β nahezu identisch. 
Optisch fällt vor allem ein variables Bild mit Doppelbandenstruktur auf (siehe Abb. 
4.20). 
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Abb.4.20 STAT3 α und β in LPS stimulierten THP-1 Zellen 
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots der beiden 
Proteine STAT3 α und β in den ersten 60 Minuten nach LPS Stimulierung (n=8) dar und zeigt 
den Mittelwert und den Standardfehler der Experimente. Darunter befindet sich ein 
repräsentativer Western Blot Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ 
definiert und die Veränderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des 
Differenzbetrages berechnet. Sowohl optisch als auch in der Densitometrie war es möglich, 
die beiden Splicingformen von STAT3 α und β nachzuweisen. Sie zeigen teilweise eine 
variable Ausprägung der Banden.  
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4.4.2 NAC-Stimulation der THP-1 Zellen 
 
Zur Untersuchung einer Wirkung der alleinigen Gabe von NAC auf den JAK/STAT-
Weg über STAT3 wurde die Makrophagenzelllinie THP-1 für 0, 5, 15, 25, 35, 45 und 
60 Minuten mit 15 mM NAC inkubiert. Die Trennung der Zelllysate erfolgte mit Hilfe 
der SDS-PAGE. Anschließend wurden die Proteine auf eine Membran geblottet. 
Durch die spezifischen Antikörper anti-STAT3 und anti-pStat3 wurde die 
Phosphorylierung von STAT3 mittels Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen und 
Densitometrie ausgewertet. Die Werte wurden anhand des Housekeeping Proteins β-
Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum Zeitpunkt 
0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch Berechnung des 
Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Die Behandlung der THP-1 Zellen mit NAC (n=3) zeigt einen Anstieg der 
Phosphorylierung von STAT3 mit Maximum bei 5-15 Minuten. Nachfolgend kommt es 
zum langsamen Abfall und erneutem geringen Anstieg bei 60 Minuten (siehe Abb. 
4.21a). Bei der Auswertung der Mittelwerte in der Densitometrie kann man 
dementsprechend einen starken Anstieg der Phosphorylierung von STAT3 innerhalb 
der ersten 5 Minuten wahrnehmen. Daraufhin fällt die Aktivität langsam, aber stetig 
wieder ab und steigt im hinteren Drittel der Zeit erneut an (siehe Abb. 4.21 b). 
Optisch lässt sich in den geblotteten Membranen ein ähnliches Verhalten erkennen. 
Während der bestehenden konstitutiven Phosphorylierung mit schwachen Banden 
kommt es zur Abnahme des Signals und zur späteren erneuten Zunahme im hinteren 
Drittel der Zeit (siehe Abb. 4.21c). 
NAC stimuliert kurzzeitig die Phosphorylierung von STAT3. Diese fällt anschließend 
unter Grundniveau ab und NAC scheint einen inhibierenden Effekt auf den 
JAK/STAT-Weg in THP-1 Zellen zu haben. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
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Abb. 4.21 Relative Phosphorylierung von STAT3 in NACstimulierten THP-1-Zellen  
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
STAT3-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach NAC Stimulierung (n=3) dar. Der 
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen zu 
den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) bildet 
alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) zeigt 
einen repräsentativen Western Blot. a) Die Messreihen zeigen einen schnellen Anstieg der 
Phosphorylierung in dem ersten Drittel der Zeit mit anschließendem Abfall und erneutem 
Anstieg der Aktivierung im hinteren Drittel. Dies wird ebenfalls in der Mittelwertanalyse und 
den Westen Blots sichtbar.  
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Nach Behandlung von THP-1 Zellen mit NAC (n=8) lassen sich die beiden 
Splicingformen von STAT3, die α- und β-Form, nachweisen. Beide Formen zeigen 
einen ansteigenden Verlauf der Expression über die gesamte Zeit mit Maximum bei 
35 Minuten und anschließendem Abfall, wobei das Signal für die α-Form stärker ist 
als für die β-Form (siehe Abb. 4.22). 
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Abb. 4.22 STAT3 α und β in NAC stimulierten THP-1 Zellen  
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Detektion der 
beiden Proteine STAT3 α und β in den ersten 60 Minuten nach NAC Stimulierung (n=8) dar 
und zeigt den Mittelwert und den Standardfehler der Experimente. Darunter befindet sich ein 
repräsentativer Western Blot Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ 
definiert und die Veränderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des 
Differenzbetrages berechnet. Mit der NAC-Stimulation lassen sich die beiden Splicingformen 
von STAT3, α und β, nachweisen. Beide zeigen einen ansteigenden und abfallenden Verlauf 
über die Zeit, wobei die Signalstärke von der α-Form stärker ist als von der β-Form.  
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4.4.3 LPS+NAC-Stimulation der THP-1 Zellen    
   
Zur Analyse des Einflusses von NAC auf die Expression und Phosphorylierungvon 
STAT3 in LPS-stimulierten THP-1 Zellen wurden diese für 0, 5, 15, 25, 35, 45 und 60 
Minuten mit 1 g/ml LPS zur Simulation einer Entzündungsreaktion und mit 15 mM 
NAC zur Untersuchung von dessen inhibierender Wirkung inkubiert. Die Zelllysate 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine Membran geblottet. 
Durch die spezifischen Antikörper anti-STAT3 und anti-pStat3 wurde die 
Phosphorylierung von STAT3 mittels Chemilumineszenz-Reaktion detektiert und mit 
Hilfe der Densitometrie ausgewertet. Die Werte wurden anhand des Housekeeping 
Proteins β-Aktin und gegen die Zeit normalisiert, dabei wurde der Ausgangswert zum 
Zeitpunkt 0 Minuten als „0“ definiert. Die weiteren Zeitwerte wurden durch 
Berechnung des Differenzbetrages zu diesem Wert ermittelt. 
Die gemeinsame Zugabe von NAC und LPS zu THP-1 Zellen (n=9) führt bei den 
meisten Versuchen zu einem Anstieg der Phosphorylierung von STAT3 innerhalb des 
ersten Drittels der Zeit mit Maximum bei 25-35 Minuten. Danach erfolgt ein 
uneinheitlicher Verlauf bei den verschiedenen Experimenten (siehe Abb. 4.23 a). Bei 
der Mittelwertbestimmung der Desitometrie sieht man einen starken Anstieg der 
Phosphorylierung in den ersten 25 Minuten mit anschließendem Abfall der 
Aktivierung (siehe Abb. 4.23 b). Optisch lässt sich in den Blot Membranen ein 
ähnlicher Verlauf beobachten (siehe Abb. 4.23 c.). Die Signalstärke der LPS-
stimulierten Zellen unter NAC-Gabe ist stärker ausgeprägt bei reiner LPS-Exposition. 
Ein hemmender Effekt von NAC auf die STAT3-Phosphorylierung nach LPS-
Stimulation ist nicht zu erkennen. Die Phosphorylierung verläuft unter NAC-
Behandlung jedoch langsamer und erreicht erst später den maximalen Wert. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
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Abb. 4.23 Relative Phosphorylierung von STAT3 in LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen  
Die Diagramme stellen die densitometrische Auswertung von Western Blots zur Kinetik der 
STAT3-Phosphorylierung in den ersten 60 Minuten nach LPS+NAC Stimulierung (n=9) dar. 
Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ definiert und die Veränderungen 
zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des Differenzbetrages berechnet. a) 
bildet alle Zeitverläufe und b) die Mittelwertanalyse mit Standardfehler der Versuche ab. c) 
zeigt einen repräsentativen Western Blot. a) Die Experimente zeigen einen Anstieg der 
Phosphorylierung im ersten Drittel der Zeit mit einem Maximum bei 25 Minuten und einem 
späteren Abfall der Phosphorylierung von STAT3.  
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Nach der Zugabe von LPS+NAC ist die Expression der beiden Splicingformen von 
STAT 3α- und β deutlich nachweisbar. Die Signalstärke der β-Form übersteigt die α-
Form. Die Expression der β-Form verläuft konstant, die der α-Form zeigt hingegen 
einen leicht absteigenden Verlauf über die Zeit.  
Optisch lässt sich nur schwer die typische Doppelbande ausmachen. Die Signale der 
einzelnen Splicingformen liegen sehr nah beieinander und lassen sich dadurch 
schwer voneinander trennen (siehe Abb.4.24). 
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Abb. 4.24 STAT3 α und β in LPS+NAC stimulierten THP-1 Zellen 
Das Diagramm stellt die densitometrische Auswertung von Western Blots der beiden 
Proteine STAT3 α und β in den ersten 60 Minuten nach LPS+NAC Stimulierung (n=16) dar 
und zeigt den Mittelwert und den Standardfehler der Experimente. Darunter befindet sich ein 
repräsentativer Western Blot Der Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde als „0“ 
definiert und die Veränderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des 
Differenzbetrages berechnet. In den verschiedenen Experimenten können die beiden 
Splicingformen von STAT3, α und β, nachgewiesen werden. Die β-Form weist eine starke 
konstitutive Phosphorylierung auf, verläuft aber nachfolgend relativ konstant. Die α-Form 
zeigt einen abfallenden Verlauf.  
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4.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Die Zugabe von LPS führt zu einem Anstieg der Phosphorylierung von STAT3 und 
zur Aktivierung der THP-1 Zellen.  
Die Wirkung von NAC erzeugt einen kurzzeitigen Anstieg der Phosphorylierung von 
STAT3, die anschließend unter das Ausgangsniveau absinkt, was auf eine Hemmung 
schließen lässt. Die Signalstärke der Phosphorylierung von STAT3 nach alleiniger 
Gabe NAC-Zugabe liegt unter der nach LPS und LPS+NAC Zugabe. 
Unter Behandlung mit NAC zeigt sich in LPS-stimulierten THP-1 Zellen ein 
langsamer Anstieg der Aktivierung von STAT3 in dem ersten Drittel der Zeit. Nach 
Abfall der Phosphorylierung bleibt diese über dem Ausgangsniveau. 
In der Gegenüberstellung der Kinetik der Phosphorylierung von STAT3 in LPS und 
LPS+ NAC stimulierten THP-1 Zellen ist auffällig, dass die LPS-Stimulation zu einem 
steileren Anstieg und Abfall führt. Die LPS+NAC Exposition zeigt im Gegensatz dazu 
einem langsamen Anstieg und Abfall, ohne innerhalb der untersuchten Zeit wieder 
das Ausgangsniveau zu erreichen.  
 
 
Abb.5.25 Vergleich der Kinetik der Phosphorylierung von STAT3 in LPS und LPS+NAC 
stimulierten THP-1 Zellen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der zeitlichen Verläufe in 
der Kinetik der STAT3-Phosphorylierung in LPS, NAC und LPS+NAC stimulierten THP-1 
Zellen. Der Verlauf von LPS gestaltet sich allgemein steiler in Anstieg und Abfall der 
Phosphorylierung als bei LPS+NAC, deren Aktivität eher langsamer verläuft. Die 
Signalstärke von LPS+NAC ist ausgeprägter als bei LPS. NAC zeigt einen Anstieg der 
Aktivität von STAT3, das Signal ist schwächer als bei LPS und LPS+NAC. 
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5 Diskussion 
 
5.1. Zytokinsekretion und ROS/NOS-Produktion in LPS-stimulierten THP-1 
 Zellen unter NAC-Behandlung 
 
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Palacio et al. der Autonomen Universität 
Barcelona wurde weiterführend die Wirkung von NAC auf entzündungsfördernde 
Signaltransduktionsweg in THP-1 Makrophagen untersucht. 
Palacio et al. zeigten einen anti-entzündlichen Effekt von NAC auf die Expression 
und Sekretion von inflammatorischen Zytokinen und IL-10 sowie auf die ROS und 
NOS-Produktion in LPS-stimulierten THP-1 Zellen unter milden oxidativen 
Bedingungen (Palacio et al. 2011). 
Im direkten Vergleich mit der Kontrolle zeigte die LPS-Stimulation keine Unterschiede 
bei den Nitraten, sowie bei iNOS und ROS Expression. Die NAC-Behandlung 
beeinflusste weder die Nitritkonzentration noch die iNOS Expression. Die 
intrazellulären basalen ROS-Werte konnten dagegen nach LPS oder H2O2 Exposition 
um 20-40% gesenkt werden (siehe Abb. 5.1). 
 
 
 
Abb. 5.1. Messung der intrazellulären ROS durch DCFH-DA Array 
a) Effekt von LPS auf THP-1 Zellen (Balken 1: unbehandelte Kontrollzellen, 2: 1 µg/ml LPS,  
3: 3µg/ml LPS, 4: H202 als Positivkontrolle) 
b) Effekt von LPS+NAC auf THP-1 Zellen (Balken 1: unbehandelte Kontrollzellen, 2: 15mM  
NAC, 3: 1 µg/ml LPS + 15 mM NAC, 4: 3µg/ml LPS+15mM NAC, 5. H202 als Positivkontrolle) 
(modifiziert nach Palacio et al. 2011) 
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Bei der Analyse des Zytokinprofils wurde deutlich, dass die Sekretion von TNF-α, IL-
1β, IL-8 und IL-10 unabhängig von der LPS-Konzentration verläuft. LPS induziert die 
Ausschüttung von TNF-α und IL-1β mit Maximum nach 4-24 h, NAC hemmte 
signifikant die Sekretion. Die mRNS-Expression beider Zytokine beschrieb nach 
LPS-Exposition einen Peak bei 2 Stunden, der unter NAC-Behandlung le+icht, aber 
nicht signifikant fiel. Die IL-6 Sekretion verlief abhängig von der LPS-Konzentration, 
eine höhere Konzentration beschleunigte diese. Die mRNS Expression von IL-6 
zeigte die höchste Ausprägung nach LPS-Induktion bei 6 Stunden. Diese konnte 
durch Behandlung mit NAC signifikant vermindert werden. Der Peak der IL-8 
Ausschüttung nach LPS-Stimulation bei 24 h konnte mit Hilfe von NAC gesenkt 
werden. Die mRNS-Expression zeigte die höchste Ausprägung bereits bei 2 
Stunden, welche nach NAC-Gabe ebenfalls signifikant niedriger ausfiel. LPS 
induziert konzentrationsabhängig den Anstieg der Ausschüttung von IL-10 mit dem 
Maximum bei 24 Stunden. Nach Behandlung mit NAC konnte keine Sekretion von IL-
10 nachgewiesen werden. Der Peak bei 4-6 h in der mRNS Expression war nach 
NAC Behandlung nicht mehr nachweisbar (siehe Abb. 5.2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.2: Zytokinausschüttung und mRNS-Expression LPS-stimulierter THP-1 Zellen 
unter NAC-Behandlung innerhalb von 24 Stunden 
A) Zytokinsekretion von TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-10 in LPS-stimulierten THP-1 Zellen 
(―) und LPS+NAC stimulierten Zellen (- - -) 
B) mRNA Expression von TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-10 in LPS-stimulierten THP-1 Zellen 
(―) und LPS+NAC stimulierten Zellen (- - -)(modifiziert nach Palacio et al. 2011) 
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5.2 Interpretation und Diskussion der Ergebnisse 
 
5.2.1 Signaltransduktion während einer LPS-Stimulation in THP-1 Zellen 
 
Zu den Zielen dieser Arbeit gehört die Untersuchung des Einflusses von LPS auf 
entzündungs-assoziierte Signalwege und auf den Transkriptionsfaktor NFκB in THP-
1 Makrophagen. 
Die LPS-Stimulation führt zur Aktivierung aller untersuchten Signalwege und des 
Transkriptionsfaktors NFκB. Die Phosphorylierung der NFκB-Untereinheit p65 erfolgt 
innerhalb der ersten 25 Minuten und die Aktivität fällt anschließend rapide ab. Ryan 
et al. zeigte in einer Studie eine Induktion der NFκB-Translokation bei THP-1 Zellen 
15 Minuten nach LPS-Exposition. Totales NFκB stieg dabei im Zellkern kontinuierlich 
bis zu einem Zeitpunkt von 60 Minuten an (Ryan et al. 2004). NFκB als redox-
sensitiver Transkriptionsfaktor kann durch oxidativen Stress, insbesondere durch 
Peroxide und H2O2 aktiviert werden (Schreck et al. 1991, Kaul und Forman 1996). 
Das durch den Respiratorischen Burst entstandenes H2O2 aktiviert die Untereinheit 
p65, dessen Konzentration in der Zelle zunimmt (Koay et al. 2001). H2O2 induziert 
zudem die Phosphorylierung von p105, der Vorgängerstufe von p50 und fördert so 
die Überführung in die aktive Form. Die p65-Phosphorylierung wird im Gegensatz 
dazu direkt durch H2O2 aktiviert (Ogura und Kitamura 1998, Kobayashi et al. 2001). 
Dadurch wird die Translokationsrate und die DNS-Bindung von NFκB im Zellkern 
erhöht (Kaul et al. 1998). Durch  Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine und die 
verstärkte Produktion weiterer Sauerstoff- und Stickstoffspezies wird der 
Entzündungsprozess eingeleitet. 
Die Aktivierung der entzündungsfördernden Transkriptionsfaktoren wie NFκB 
geschieht über verschiedene Wege. Einer der Hauptwege ist die Erkennung eines 
Pathogens wie LPS durch den TLR-4. In unseren Versuchen wurde IRAK-1 als Teil 
des Rezeptors innerhalb kürzester Zeit nach LPS-Exposition aktiviert und erreicht 
das Maximum bei 25 Minuten. Verschiedene Studien berichten ebenfalls von der 
ansteigenden IRAK-1-Aktivität nach LPS-Gabe innerhalb der ersten 5-10 Minuten (Li 
et al. 2000, Medvedev et al. 2002, Asehnoune et al. 2004). Die Angaben des Abfalls 
der Phosphorylierung variieren zwischen 20 (Medvedev et al. 2002) und 60 Minuten 
(Li et al. 2000). Ob der Redoxstatus oder ob radikale Sauerstoff- und 
Stickstoffspezies einen Einfluss auf die Aktivität von IRAK-1 haben, wurde noch nicht 
eingehend untersucht. 
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Die ebenfalls zu den redox-sensitiven Signalmoleküle gehörenden Proteine ERK1/2 
sind in dieser Hinsicht besser erforscht. Wie NFκB kann ERK1/2 ebenfalls durch 
H2O2 aktiviert werden. Bereits geringe Konzentrationen reichen aus, um die 
Zusammensetzung der NADPH-Oxidase zu fördern und einen respiratorischen Burst 
zu generieren. Dieser steigert die Phosphorylierung von ERK (Guyton et al. 1996, 
Tournier et al. 1997) und leitet die Gentranskription ein. Der genaue Mechanismus ist 
noch unbekannt. Es wird vermutet, dass dies durch Aktivierung eines 
vorgeschalteten Aktivator geschieht, der den Signalweg der ERK-Aktivierung kreuzt 
(Iles und Forman 2002). In unseren Versuchen steigt nach LPS-Exposition die 
Phosphorylierung von ERK1/2 in den Versuchen rapide bis 15 Minuten an und fällt 
anschließend langsam ab. Verglichen mit den anderen Signalwegen zeigt ERK1/2 
die stärkste Aktivierung. Neben ähnlichen Ergebnissen mit schneller Aktivierung 
(Feng et al. 1999, Guha et al. 2001) wurden auch Studien mit längeren 
Aktivierungszeiten von ERK1/2 veröffentlicht (Park et al. 2008, Kuriakose et al. 
2013).  
Der JAK/STAT-Weg ist hinsichtlich einer entzündungsfördernden Aktivität noch nicht 
hinreichend untersucht. Die LPS-Stimulation von THP-1 Zellen führt zur schnellen 
Aktivierung in den ersten 15 Minuten. Verglichen mit der Positivkontrolle kann man 
sagen, dass LPS bevorzugt die β-Form von STAT3 phosphoryliert. Andere Studien 
konnten ebenfalls eine Aktivierung von STAT3 durch LPS nachweisen (Park et al. 
2008, Kuriakose et al. 2013). Weiterhin wurde berichtet, dass STAT3 die Expression 
der iNOS und der NO-Synthese in Raw 264.7 Zellen regulieren kann (Park et al. 
2008). Die iNOS-Aktivität wird nicht nur durch STAT3 stimuliert. Es ist wahrscheinlich, 
dass mehrere Signalwege beteiligt sind, bspw. kann ERK1/2 die transkriptionale 
Aktivität von STAT3 beeinflussen (Wen et al. 1995). In Lymphozyten konnten 
Carbarello et al. bereits die verstärkte Tyrosinphosphorylierung von STAT3 und die 
Translokation in den Zellkern durch H2O2 zeigen. Daraus kann geschlossen werden, 
dass STAT3 wahrscheinlich ebenfalls zu den redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren 
gehört (Carballo et al. 1999). 
Verglichen mit der Vorarbeit von Palacio et al., die während einer LPS-Stimulation 
einen Anstieg der proinflammatorischen Zytokinausschüttung nachgewiesen haben 
(Palacio et al. 2011), ist es möglich zu sagen, dass vermutlich verschiedene 
Signaltransduktionswege in die Aktivierung der Gentranskription involviert sind. Die 
Aktivierung kann sowohl durch Erkennung des LPS am TLR-4, als auch durch 
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Stimulation der Signalwege durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, die bei 
der Beseitigung des eingedrungenen Pathogens entstehen, erfolgen. Eine genaue 
Aussage kann nicht getroffen werden, da zwischen den einzelnen Signalwegen 
Quervernetzungen bestehen. So kann der TLR-4 NFκB direkt oder indirekt über den 
RAS/MEK/ERK-Weg aktiviert werden. Es existieren zudem auch Verbindung 
zwischen den RAS/MEK/ERK-Weg und dem JAK/STAT-Weg (Xuan et al. 2007). 
 
5.2.2 Signaltransduktion während einer NAC-Stimulation in THP-1 Zellen 
 
In dieser Arbeit soll zudem die Wirkung einer alleinigen Gabe von NAC auf die 
inflammation-assoziierten Signalwege gezeigt werden. 
Der Effekt von NAC gestaltet sich unterschiedlich auf die verschiedenen Wege. 
Während in den Experimenten mit dem Signalmolekül ERK1/2 keine Expression 
nachgewiesen werden können, zeigen die anderen Signalwege und der 
Transkriptionsfaktor NFκB eine Aktivität. Die Phosphorylierung von IRAK-1 und NFκB 
erreicht bei 25 Minuten die maximale Ausprägung und fällt anschließend auf 
Ausgangsniveau bzw. oberhalb von diesem ab. Im Gegensatz dazu bewirkt die NAC-
Stimulation auf STAT3 einen schnellen Anstieg der Phosphorylierung innerhalb von 5 
Minuten. Danach kommt es zu einem Abfall der Aktivität deutlich unterhalb des 
Grundniveaus, was für eine Hemmung sprechen könnte. Die Signalausprägung aller 
Experimente mit einer alleinigen NAC-Gabe ist deutlich geringer als bei den 
Messreihen mit LPS und LPS+NAC. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass NAC verschiedene Effekte auf die untersuchten 
Signalwege ausübt. Die alleinige Gabe von NAC hemmt tendenziell den JAK/STAT-
Weg. Gleichzeitig aktiviert es IRAK-1 und den Transkriptionsfaktor NFκB und hat 
keinen nachweisbaren Einfluss auf den RAS/MEK/ERK-Weg in THP-1 Makrophagen. 
Palacio et al. konnten keine Auswirkung der alleinigen Gabe von NAC auf die 
Zytokinausschüttung und mRNS Expression in THP-1 Zellen feststellen (Palacio et 
al. 2011). In anderen Arbeiten konnte keine Wirkung von NAC ohne Gabe eines 
anderen Stimulus nachgewiesen werden (Abe et al. 1998, Sprong et al. 1998).  
 
5.2.3 Signaltransduktion LPS-stimulierter THP-1 Zellen unter NAC-Behandlung 
 
Kernstück dieser Arbeit ist die Analyse der Veränderung der Signaltransduktion LPS-
stimulierter THP-1 Makrophagen unter Behandlung mit NAC. 
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Die NFκB-Aktivierung in LPS-stimulierten THP-1 Zellen unter Gabe von NAC weist 
im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS eine geringere Ausprägung auf. 
Der Kurvenlauf der Kinetik ist nahezu identisch, aber auf niedrigerem Niveau. 
Anhand dieser Ergebnisse kann man annehmen, dass NAC die Aktivierung der 
NFκB-Untereinheit p65 in LPS-stimulierten Makrophagen hemmt. Verschiedene 
Studien zeigen ebenfalls eine Hemmung der LPS-induzierten verstärkten NFκB-
Aktivierung unter NAC Behandlung (Ryan et al. 2004). Im Anschluss kommt es zu 
einer gehemmten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und IL-10 sowie zu 
einem Anstieg des intrazellulären GSH-Spiegels und der Verbesserung des 
Redoxstatus der Zelle (Victor et al. 2003, Cui et al. 2009). NAC ist in der Lage, die 
TNF-α induzierte Aktivierung von IκKα und IκKβ, die Phosphorylierung (Asehnoune 
et al. 2004) und den Abbau von IκB sowie die Translokation von NFκB in den 
Zellkern und die DNS-Bindung zu hemmen (Sprong et al. 1998). Diese Vorgänge 
sind entscheidend für die Regulation der ROS, die Induktion von iNOS und die 
Ausschüttung entzündungsfördernde Zytokine. Parmentier et al. konnten zeigen, 
dass eine NAC-Behandlung in aktivierten Makrophagen zu einem Anstieg der NFκB 
p50 und p65 Biosynthese führt und darüber die IL-1β-Sekretion moduliert werden 
kann. Hohe Dosen NAC führten zu einer Steigerung der LPS-induzierten NFκB-
Bindung und zu vermehrter IL-1 Sekretion in THP-1 Zellen, niedrige Dosen zu einer 
Senkung der Ausschüttung. Es wird angenommen, dass NAC die Signalkaskade 
zwischen TLR-4 und MyD88 stört und der Anstieg der IL-1-Sekretion durch einen 
autokrinen Schleifenmechanismus verstärkt wurde (Parmentier et al. 2000).  
Der Einfluss von NAC auf die LPS-aktivierten Signalwege ist in unseren 
Untersuchungen unterschiedlich. Der Verlauf der Phosphorylierung von IRAK-1 unter 
NAC-Behandlung verglichen mit der Aktivierung durch LPS ist nahezu identisch, 
jedoch sind Unterschiede in der Signalstärke und konstitutive Phosphorylierung 
sichtbar. Die Stimulation nur mit LPS verfügt im Gegensatz zu der LPS+NAC 
Messreihe über eine konstitutive Phosphorylierung. Die Behandlung von NAC in 
LPS-stimulierten THP-1 Zellen führt zur Verstärkung der Aktivierung von IRAK-1.  
Zum jetzigen Zeitpunkt wurde die Auswirkung von NAC auf die TLR-4-Aktivierung in 
LPS-stimulierten Makrophagen noch nicht eingehend untersucht. Asehnoune et al. 
führten ähnliche Untersuchungen an neutrophilen Granulozyten durch. Hierbei 
konnte die in den ersten 15 Minuten stark angestiegene IRAK-1 Aktivität unter LPS-
Stimulation nach NAC Gabe deutlich gehemmt werden. Es wird vermutet, dass 
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IRAK-1 ebenso zu den redox-sensitiven Signalmolekülen gehört und durch andere 
Signalwege wie den RAS/MEK/ERK-Weg beeinflusst werden kann (Asehnoune et al. 
2004). 
ERK1/2 als Signalmolekül des RAS/MEK/ERK-Wegs in LPS-stimulierten THP-1 
Zellen unter NAC-Gabe wird gleich stark phosphoryliert. Jedoch wird die Aktivierung 
von ERK1/2 verzögert, das heißt, die maximale Ausprägung der Aktivierung wird 
später erreicht als unter alleiniger LPS-Stimulation. In der LPS+NAC Messreihe 
wurde eine konstitutive Phosphorylierung nachgewiesen, diese ist wahrscheinlich auf 
die später beschriebene Probeninkongruenz zwischen den Lieferungen aus 
Barcelona zurückzuführen (siehe Abb. 5.5). Eine Hemmung der ERK1/2-
Phosphorylierung nach NAC Behandlung in LPS-stimulierten Immunzellen wurde in 
anderen Studien beobachtet (Bonner et al. 2001, Hsu und Wen 2002, Asehnoune et 
al. 2004). Hsu und Wen vermuten, dass NAC neben der Hemmung der LPS-
induzierten Tyrosinphosphorylierung auch die ROS neutralisiert, die bei der 
Aktivierung von ERK 1/2 involviert sind (Hsu und Wen 2002). 
Vergleicht man die Kurvenverläufe der Phosphorylierung von STAT3, fällt auf, dass 
durch die Gabe von NAC der unter LPS-Stimulation steile und schnelle Anstieg der 
Aktivierung verzögert wird. Erst im späteren Verlauf wird das Maximum erreicht. Die 
Signalstärke ist unter NAC-Behandlung stärker ausgeprägt als unter alleiniger LPS-
Exposition. Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass NAC die LPS-induzierte 
Aktivierung verstärkt. Die Wirkung von NAC auf STAT3-Phosphorylierung in 
Makrophagen war noch nicht Gegenstand der bisherigen Forschung. Die 
Phosphorylierung von STAT3, hervorgerufen durch verschiedene oxidativen Stress 
erzeugende Stimuli, konnte in renalen Tubulusepithelzellen (Huang et al. 2007), 
Lungenepithelzellen (Choi et al. 2012) und Lymphozyten (Bonnaure und Néron 2013) 
durch NAC blockiert werden. Xie et al. vermuten, dass die oxidative Modifizierung 
eines Cysteinrests an STAT3 durch S-Glutathionylation zur Abnahme der 
Tyrosinphosphorylierung und zu der Translokation in den Zellkern führt, so dass die 
Transkriptionsfunktion von STAT3 gehemmt wird (Xie et al. 2009). 
Der verstärkende Effekt von NAC auf die Phosphorylierung der Signalmoleküle 
IRAK-1 und STAT3 nach LPS-Exposition wurde bereits in anderen Studien 
nachgewiesen. Zu hohe Dosen von NAC zeigten eine Verstärkung des oxidativen 
Stresses und der Toxizität von LPS. Dies geschieht aufgrund dessen, dass NAC in 
vitro die Reduktion von Fe (III)-Citrat zu den katalytisch aktiveren Fe2+-Ionen fördert 
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und so die Generation von .OH und H2O2 in der Fenton-Reaktion katalysiert (Sprong 
et al. 1998). 
Zusammenfassend kann man sagen, dass NAC eine Hemmung der Gentranskription 
über NFκB bewirkt. Der genaue Mechanismus der Aktivierung über die 
verschiedenen anderen Signalwege ist aus den Ergebnissen nicht zu identifizieren. 
Wahrscheinlich geschieht die Regulation über den RAS/MEK/ERK-Weg oder 
eventuell durch das Zusammenspiel verschiedener Signalwege. Die Hemmung des 
Transkriptionsfaktor NFκB unter NAC-Einfluss in LPS-stimulierten Makrophagen 
unterstützt die Ergebnisse von Palacio et al. (Palacio et al. 2011), die eine 
Inhibierung der proinflammatorischen Zytokinausschüttung und von IL-10 sowie die 
ROS-Produktion feststellten.  
 
LPS modifiziert nach Aktivierung der Makrophagen den intrazellulären Redoxstatus, 
dabei wird Glutathion verbraucht (Tomasi et al. 2013). NAC steigert den zellulären 
GSH-Spiegel (Song et al. 2004), jedoch nur in GSH-defizienten Zellen. Dieses Defizit 
kann neben Endotoxinexposition auch durch verschiedene Erkrankungen wie 
chronische obstruktive Lungenerkrankung (Bridgeman et al. 1994) und Ischämie 
(Ceconi et al. 1988) bedingt sein. Es existieren unterschiedliche Meinungen über den 
Einfluss von GSH auf die Aktivierung von NFκB. Einige Untersuchungen zeigten, 
dass die Synthese von GSH für die NFκB-vermittelten Aktivierung durch LPS nicht 
erforderlich ist bzw. die Suppression der NFκB-Aktivierung nicht parallel zur 
Änderung des GSH-Status verläuft (Blackwell et al. 1996, NeuschwanderTetri et al. 
1996). Das würde bedeuten, dass NAC unabhängig vom Redoxstatus der Zelle 
agiert oder nur durch geringfügige Veränderungen. Andere Studien wiederum 
assoziieren die NFκB-Regulierung mit dem GSH-Status (Israël et al. 1992). Während 
einer Ischämie-Reperfusions-Studie konnte beobachtet werden, dass die 
Translokation von NFκB parallel zur Verringerung der GSH- und GSSG-Erhöhung 
anstieg (Cargnoni et al. 2002). Víctor et al. untersuchte die Funktionsänderung LPS-
aktivierter Makrophagen unter NAC-Gabe und konnte zeigen, dass NAC zur 
Verbesserung des Redoxstatus der Zelle führte. Dies geschah über das Auffüllen der 
verbrauchten GSH-Reserven und durch die Erhöhung des GSSG/GSH-
Verhältnisses. Zusätzlich wurde die Produktion von ROS und TNF-α sowie die 
Induktion von iNOS gehemmt. Gleichzeitig wird die SOD und CAT-Aktivität gesteigert 
und die Zelle so vor der Lipidperoxidation geschützt (Victor et al. 2003). Zudem 
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bedingt oxidativer Stress eine Veränderung diverser Makrophagenfunktionen wie 
Adhärenz, Chemotaxis und Phagozytose (De la Fuente und Victor 2000). NAC 
reduziert die durch LPS erhöhte Adhärenz der Makrophagen. Dieser Effekt kann 
entweder direkt durch NAC bedingt sein oder indirekt durch Hemmung der TNF-α 
Synthese (Vojdani et al. 2000). Die LPS-induzierte Steigerung der Chemotaxis 
(Meydani et al. 1995, Victor et al. 2003b) wird durch NAC abgeschwächt. Dies wird 
durch den inhibierenden Effekt von NAC auf die TNF-α Synthese und den daraus 
resultierenden gesenkten Zytokinspiegel erklärt (Fidelus und Tsan 1987). Unter LPS-
Exposition steigt die Phagozytose (Yu 1994, Meydani et al. 1995) und ROS-
Produktion an, die NAC senken kann. Die Aktivität der iNOS und der NO-
Ausschüttung wird sowohl durch entzündungsfördernde Zytokine als auch durch den 
Thiolstatus der Zelle reguliert (Vos et al. 1999). Niedrige Konzentrationen von NAC 
inhibieren die NO-Produktion durch direkten Einfluss auf die Signaltransduktion, vor 
allem durch Transkriptionsfaktoren (Lee et al. 2004). Im Gegensatz dazu führen 
höhere Konzentrationen zur Induktion von iNOS durch die Regulierung des 
GSSG/GSH-Status der Zelle (Chen et al. 2000). 
Die NAC-Wirkung scheint abhängig von der LPS-Konzentration zu sein. NAC ist nur 
fähig die Zytokinausschüttung zu regulieren, die durch geringe Mengen LPS 
hervorgerufen wird. Auf höhere Konzentrationen hat es keine Wirkung (Cui et al. 
2009). Es ist zudem fraglich, ob NAC den selben Effekt sowohl in vivo und als auch 
in vitro besitzt, da NAC in vivo schnell metabolisiert wird. Nach oraler Einnahme von 
600 mg zeigte sich ein Peak nach 60 Minuten (4,6 mM) und nach 90 Minuten begann 
der Abfall der Konzentration (Tsikas et al. 1998). Die intravenöse Applikation 
dagegen wies höhere Konzentrationen auf und erreichte bereits nach 15 Minuten 
einen Peak sowie eine HWZ von 5,7h (Prescott et al. 1989). Verschiedene in vitro 
Studien unterstützen die These, dass NAC durch Regulation des zellulären 
Redoxstatus die redox-sensitiven Signalwege und Transkriptionsfaktoren beeinflusst. 
In vivo zeigten sich bisher in Hinblick auf die Hemmung einer Entzündung weniger 
explizite Daten (Sadowska et al. 2007). Beispielsweise zeigen in vitro 
Untersuchungen in Mono Mac 6 Zellen die Unterdrückung der NFκB-Aktivierung und 
TNF-α Synthese. Im Tiermodell wurde dagegen die TNF-α Serumaktivität durch NAC 
Behandlung nicht gesenkt (Sprong et al. 1998). Die Dosis spielt ebenfalls eine 
wichtige Rolle bei der Wirkung von NAC. In in vitro Studien waren hohe NAC-Dosen 
notwendig um die Aktivierung von NFκB durch H202 zu hemmen (MacNee et al. 
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1991, Sprong et al. 1998). Dabei werden zur Hemmung der Entzündungsreaktion 
höhere Dosen benötigt als für die alleinige Senkung des oxidativen Stresses.  
Bei akuten entzündlichen Geschehnissen müssen im Vergleich zu chronischen 
Erkrankungen höhere Dosen appliziert werden um die gleiche Wirkung zu erzielen. 
Ursächlich dafür ist wahrscheinlich die kumulative Wirkung von NAC, sodass 
geringere Konzentrationen über längere Zeit gegeben werden können (Sadowska et 
al. 2007).  
Als geeignetste Applikationsform bei akuten Entzündungen hat sich die 
intraperitoneale oder intravenöse Gabe hoher Dosierungen herauskristallisiert. Dabei 
müssen zur Hemmung des respiratorischen Bursts 200-1000mg/kg intraperitoneal 
(Blackwell et al. 1996) oder 6g/Tag i.v. über mehrere Tage gegeben werden. Wird 
NAC im Gegenzug kontinuierlich in niedrigen Dosen (300mg/Tag) i.v. verabreicht, 
verschwindet der hemmende Effekt und die Entzündungsparameter steigen wieder 
an (Heller et al. 2001). Der Zeitpunkt der NAC-Gabe scheint unabhängig von der 
Wirkung zu sein, da sowohl die NAC-Gabe während des Entzündungsprozesses 
(Victor et al. 2003, Palacio et al. 2011) als auch die prophylaktische Gabe wirksam 
ist. Im Tierversuch schützte prophylaktisch appliziertes NAC die Tiere vor den 
hämodynamischen (Zhang et al. 1994) und letalen Effekten von LPS (Peristeris et al. 
1992).  
 
5.3. Bestimmung der Signaltransduktion durch das Western Blot-Verfahren 
 
5.3.1 Anpassung der Methode 
 
Zur Bestimmung der Signalkaskaden in THP-1 Zellen wurden die in Barcelona 
vorbehandelten Lysate mittels Elektrophorese aufgetrennt und mit den Blot-Verfahren 
auf eine Membran übertragen. Diese wurde mit verschiedenen Antikörpern behandelt 
und im Anschluss mit Hilfe der Densitometrie die Ergebnisse ermittelt. Dabei stellte 
sich das im Labor für andere Zellen und Antigene etablierte Verfahren als nicht 
effektiv genug heraus und wurde an die Bedürfnisse der Aufgabenstellung 
angepasst. Zunächst wurde mit Hilfe anderer Doktoranden die Zusammensetzung 
der Gelrezeptur und des Probenpuffers umgestellt, um eine bessere Auftrennung der 
Proteine zu gewährleisten und die Laufzeit der Elektrophorese zu verbessern (siehe 
Abb. 5.3).  
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Gegenüberstellung der Gelrezepturen: 
 
Sammelgel alte Rezeptur neue Rezeptur 
AA/BAA 40% 0,25 ml 0,5 ml 
dH2O 1,6 ml 2,33 ml 
4x Upper Tris  6,25µl - 
Sammelgelpuffer - 0,94 ml 
SDS 20% - 18,6 µl 
APS 40% 60 µl 60 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 
 
Trenngel  alte Rezeptur neue Rezeptur 
AA/BAA 40% 1,13 ml 2,5 ml 
dH2O 1,62 ml 3,6 ml 
4x Lower Tris  1,25 ml - 
Trenngelpuffer - 1,43 ml 
SDS 20% - 37,5 µl 
APS 40% 60 µl 60 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 
 
 
Zusammensetzung der Puffer: 
 
4x Lower Tris  (200 ml Lösung) Tris                                 1,5 M 36,3g 
                          SDS                                           0,40% 0,8g 
                           pH 8,8 mit 3 M HCl eingestellt     
4x Upper Tris (100 ml Lösung) Tris                                         0,5 M 6,06g 
                           SDS          0,40% 0,4g 
                            pH 6,8 mit 3 M HCl eingestellt     
Glycerin 87% (50 ml Lösung) Glycerin 98%                  44,4 ml 
 
Trenngelpuffer (1L Lösung) Tris                1,26 M  152,6 g 
                           Tris HCl           0,24M    37,8 g 
                          pH 8,8 mit 3 M HCL eingestellt     
Sammelgelpuffer (1L Lösung) Tris                0,5 M  15,3 g 
                                pH 6,8 mit 3 M HCL eingestellt     
SDS 20g (100ml Lösung) SDS             20%        20 g 
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Die Umstellung des Probenpuffers: 
 
5x SDS-Page Probenpuffer:  15 ml Lösung     
                      Tris                    0,25 M 0,454 g 
                      SDS                      10% 1,5 g 
                     DTT                      0,5 M 1,16 g 
                     Bromphenolblau         0,1 mg/ml 0,015 g 
  pH 6,8 mit 3 M HCI und 3 NaOH eingestellt 
                     
Zugabe von 
Glycerin      
 10 % (v/v)     
   7,5 ml 
 
 
Umgestellter Probenpuffer  10 ml Lösung     
           Tris                    0,5 M 0,61 g 
             Glycerin                 30% 3 ml 
            SDS                   10% 1 g 
                    DTT                   0,6 M 0,93 g 
                Brompheolblau 0,1 mg/ml 0,015g 
 
 
 
LPS- stimulierte THP-1-Zellen inkubiert mit pErk1/2 
 
       0        5        15       25       35       45      60         N        P         Stimulation in Minuten 
  pErk1/2 (alte Rezeptur) 
  pErk1/2 (neue Rezeptur) 
Abb.5.3. Veränderung der Signalstärke nach Änderung der Rezeptur der Gele 
Der Western Blot zeigt die Veränderung der Signalstärke am Beispiel von pErk1/2 in der 
LPS-Reihe durch Änderung der Gelrezeptur im Anfangsstadium. 
 
Anschließend wurden die einzelnen Antikörper auf die Signalausprägung nach 
Lumineszenz-Behandlung detektiert. Dabei stellte sich heraus, dass bei dem 
Antikörper pIRAK-1 nach Wechsel der Blockier- und Waschsubstanz von Net-G auf 
Milchpulver und TBS/Tween deutlich bessere Signale detektiert werden konnten 
(siehe Abb. 5.4). 
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NAC-stimulierte THP-1 Zellen mit pIRAK-1 inkubiert 
 
    0          5        15        25        35       45       60        N      P       Stimulation in Minuten
    pIRAK-1 (Net-G-Block) 
    pIRAK-1 (Milch-Block) 
 Abb. 5.4 Verstärkung der Signale durch Wechsel der Block-Methode 
Der Western Blot zeigt die Verbesserung der Signalstärke bei NAC-stimulierten THP-1 
Zellen, die mit pIRAK-1 stimuliert wurden, nach der Umstellung der Block-Methode von Net-
G auf Milchpulver. 
 
 
5.3.2 Diskussion und Fehleranalyse der Methode 
 
Zur Bestimmung einer Aktivierung einzelner Signalwege und Transkriptionsfaktoren 
über die Phosphorylierung spezifischer Signalmoleküle der einzelnen 
Signaltransduktionswege mittels spezieller Antikörper eignet sich die Methode der 
SDS-Page und des Western Blots sehr gut.  
Eventuelle Unterschiede in den Ergebnissen können durch die unterschiedliche 
Behandlung der einzelnen Antikörper entstanden sein. Diese war jedoch notwendig 
um die Signaldetektion zu verbessern.  
Hinsichtlich einer differenzierten Betrachtungsweise auf die Entwicklung der 
Phosphorylierung der Proteine IRAK-1 und NFκB könnte man neben den 
phosphorylierten auch die totale Expression der Proteine bestimmen. 
Während der experimentellen Phase wurden die unstimulierten Lysate (0 Minuten) 
aufgebraucht. In Barcelona wurde daraufhin, nach dem im Methodenteil 
beschriebenen Protokoll, neue Lysate hergestellt und ins Plazentalabor geschickt. 
Nach einem Test der gelieferten Proben stellte sich heraus, dass diese, verglichen 
mit den alten Lysaten, über eine bereits bestehende Phosphorylierung verfügten 
(siehe Abb. 5.5).  
Dieser Umstand ist eventuell darauf auf eine Autophosphorylierung der Makrophagen 
zurückzuführen, beispielweise am Ser 376 -Rest des p-IRAK-1 Antikörpers (Santa 
Cruz Biotechnology Inc. 2010). Dadurch wurden vor allem bei der Untersuchung der 
Proben LPS+NAC Unterschiede in der Phosphorylierung sichtbar, im Gegensatz zu 
anderen Proben, was die Interpretation der Ergebnisse erschwerte. 
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THP-1- Zellen der Reihe LPS+NAC  
  
       0          5        15        25       35        45       60        N       P      Stimulation in Minuten   
  pIRAK-1 (1.Probe) 
  pIRAK-1 (Nachlieferung)  
 
   pErk1/2 (1.Probe) 
   pErk1/2 (Nachlieferung) 
Abb. 5.5 Unterschiede der Phosphorylierung einzelner Antikörper in der Nachlieferung 
Die Western Blots zeigen eine Stimulation bei 0 Minuten in der Nachlieferung der THP-1-
Zellen aus der Probenreihe LPS+NAC. In früheren Ergebnissen trat diese Stimulation jedoch 
nicht auf. 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 
 
6. 1 Schlussfolgerung  
 
Das Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation von Signaltransduktionswegen in 
Makrophagen der THP-1 Linie mit Hilfe von SDS-Page und Western Blot.  
Hierbei wurde explizit der Einfluss von N-Acetylcystein auf entzündungs-assoziierte 
Signalkaskaden in LPS-stimulierten Makrophagen analysiert. Im Fokus stand 
insbesondere der TLR-4-Weg über IRAK-1, der RAS/MEK/Erk-Weg über ERK 1/2, 
der JAK/STAT-Weg über STAT3 und der Transkriptionsfaktor NFκB über den 
Zeitverlauf einer Stunde. Es wurde die alleinige Stimulation durch LPS und NAC 
sowie die Gabe von NAC nach LPS-Exposition untersucht. 
 
Die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit lässt folgende Schlüsse bezüglich 
der Signaltransduktionswege in THP-1 Zellen unter LPS und NAC-Stimulation zu: 
 
 LPS führt zur Aktivierung aller untersuchten Signalmoleküle der einzelnen 
 Signalkaskaden und des Transkriptionsfaktors NFκB in THP-1 Zellen 
 
 NAC allein besitzt in THP-1 Zellen keine Wirkung auf ERK1/2, führt allerdings 
 zur Aktivierung der Signalmoleküle IRAK-1 sowie STAT3 und des 
 Transkriptionsfaktor NFκB. Die Phosphorylierung ist geringer ausgeprägt als 
 unter LPS und  LPS+NAC Stimulation. 
 
 NAC zeigt in THP-1 Zellen eine hemmende Wirkung auf die Aktivierung des 
 Transkriptionsfaktors NFκB, welche die Ergebnisse von Palacio et al 
 bestätigen. Die Auswirkung auf den RAS/MEK/Erk-Weg ist gering, aber es ist  
 nicht auszuschließen, dass die hemmende Wirkung von NAC in LPS-
 stimulierten THP-1 Zellen über diesen Weg, bzw. über ein  Zusammenspiel 
 verschiedener Signaltransduktionswege initiiert wird. Im Gegensatz dazu steht 
 die Phosphorylierung von STAT3 und IRAK-1, welche unter NAC-
 Behandlung verstärkt wird. Dies könnte ein Zeichen auf eine eventuell   
 vorhandene Dosisabhängigkeit von NAC zur Aktivierung der Signalwege 
 hindeuten und bedarf weiterer Forschung. 
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6. 2 Ausblick 
 
Neben den zugelassenen Indikationen als Schleimlöser und Antidot bei 
Paracetamolintoxikation kann NAC durch Beeinflussung des intrazellulären 
Redoxsystems und durch Hemmung der NFκB-Aktivierung hilfreich bei der 
Behandlung entzündlicher Erkrankungen sein. Hier bedarf es noch einiger 
Forschungsarbeit. 
Als Off-Label-Use findet NAC bereits Anwendung bei der Prophylaxe des akuten 
Nierenversagens bei Risikopatienten vor Kontrastmittelgabe, dieser Einsatz ist 
allerdings derzeitig noch umstritten (Fishbane 2008).  
Zudem wurden Untersuchungen zur Wirksamkeit von NAC nach 
Organtransplantationen, parasitären Infektionskrankheiten, ischämischen 
Hirnschäden und bei psychischen Erkrankungen durchgeführt. NAC konnte das frühe 
Outcome bei Nierentransplantationen mit verstorbenen Spendern durch Senkung 
des oxidativen Stresses deutlich verbessern (Danilovic et al. 2011). In Tierversuchen 
wurde NAC bereits als Mittel gegen Malaria eingesetzt. Dabei schützte NAC die 
Leberzellen vor überschüssigem freien Häm der zerstörten Erythrozyten (Seixas et 
al. 2009). Auch bei hypoxisch-ischämischen Hirnschäden bei Neugeborenen konnte 
NAC mittlerweile erfolgreich getestet werden (Jatana et al. 2006). In der Psychiatrie 
wird verstärkt geforscht, um die Wirkung von Acetylcystein auf den 
Glutaminstoffwechsel im Gehirn zu untersuchen. Es soll bei Erkrankungen wie 
Schizophrenie (Berk et al. 2008) und Bipolaren Störungen (Berk et al. 2008) 
eingesetzt werden.  
Bei NAC handelt es sich um ein vielseitig einsetzbares Medikament, das richtig 
dosiert nebenwirkungsarm und gut verträglich ist. In der Forschung sollte verstärkt 
die Wirksamkeit bei verschiedenen entzündlichen Erkrankungen, insbesondere in bei 
Sepsis, untersucht werden. NAC könnte das Potenzial haben, erfolgreich in der 
Behandlung entzündlicher Erkrankungen mitzuwirken. 
Molekular-biologisch wäre die weiterführende Untersuchung der 
Signaltransduktionswege, hier insbesondere der Einfluss des Redoxstatus auf den 
TLR-4 und den JAK/STAT-Weg, von großem Interesse bei der Erforschung der 
Wirksamkeit von NAC. 
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Anhang 
 
Verwendete Geräte und Materialien 
 
Absorbanzspectrophotometer 
 SpectroStar Omega  BMG-Labtech 
 Software „Omega Data Analysis 1.2.R3  
Blotkammer  Biometra 
 Fastblot B34 
Elektrophoresekammer 
 Perfect Blue Doppelgelsystem Twin S  Peqlab Biotechnologie 
 SE 260 Serie Mighty Small 2  Hoefer 
Folienschweißgerät Folio  Severin 
Gel-Dokumentationssystem 
 MF-ChemiBIS 3.2  Biostep 
 Auswertungssoftware „Gel Capture“  DNR Bio-Imaging Systems 
Inkubator  
 Heraeus H12  Heidolph 
Laborabzug  Köttermann 
Magnetrührer  Heidolph 
 MR 3001 
Mikrozentrifuge  Roth 
Orbitalschüttler   Heidolph 
 Polymax 1040 
pH-Messgerät                     Mettler Toledo 
 FE 20 Five Easy 
Pipetierhilfe  Sarstedt, Hirschmann 
Pipetten   Eppendorf, Brand 
Spannungsquellen  
       Power Source  VWR 
 CibroBRL PS 305  Life Technology 
Sterilwerkbank         HeraSafe, Thermo 
Thermomixer comfort  Eppendorf 
Vortexer  Scientific Industries, Inc. 
 Vortex-Genie 2 
 Anhang 
 
II 
 
Waage  Satorius Basic 
  Kern 
Wasserbad          Huber Medingen 
Western-Blot-Quantifizierung  Nonlinear Dynamics 
 Totallab TL 10 
 
 
Verbrauchsmaterialien 
 
Eppendorfgefäße   Sarstedt 
 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml 
Falcon-Tubes  Greiner 
 15 ml, 50 ml 
Membran Hybond-P  Amersham Pharmacia 
Biotech 
Spezial-Vernichtungsbeutel  Nerbe Plus 
Pipetten   Greiner 
 2 ml, 5 ml, 15 ml, 25 ml 
Zellkulturplatte  Greiner 
 6-well 
 
Chemikalien 
 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Roth 
Beta-Mercaptoethanol  Roth 
Bis-/Acrylamid (AA/BAA)  Serva 
Bromphenolblau  Roth 
Chemilumineszenz Luminata Forte  Millipore Corporation 
1,4-Dithiothreit (DTT)  Roth  
Ethanol  Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  BDH Laboratory 
Gelatine  Roth 
Glycin  Roth 
Glycerin  Roth 
HCL  Roth 
 Anhang 
 
III 
 
Human-LIF  Immunotools 
KCL  Merck 
KH2PO4  Merck 
Methanol  Roth 
Milchpulver  Roth 
Molekulargewichtmarker 
    Precision Plus Protein Standards  BIO-RAD 
    PageRuler Plus Prestained Protein Ladder  Fermen 
NaCl   Roth 
Na2HPO4*2H20  Merck 
PBS  PAA Laboratories 
NaOH  Roth 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)  Roth, Serva 
TEMED  Serva 
TRIS Base  Roth 
TRIS HCL  Sigma 
Trypsin  PAA 
Triton X 100  AppliChem 
Tween 20  Sigma 
Zelllysepuffer  Cell Signaling Technology 
Zelltyp-spezifisches Medium  
(epidermal cell growth medium, DMEM, F12, RPMI)   Invitrogen, PAA  
FCS   PAA 
   
Antikörper 
 
1.Antikörper: 
 anti-p-STAT 3 (Y705) Rabbit-Ab  Cell Signaling Technology 
 anti-STAT 3 Rabbit-Ab  Cell Signaling Technology 
 anti-P-p44/42 MAPK (T202/Y204)  Cell Signaling Technology 
 (197G2 Rabbit mAb) 
 anti-p-44/42 MAPK (ERK 1/2) Rabbit-Ab  Cell Signaling Technology 
 anti-NFκB p65 (A), sc-109   Santa Cruz Biotechnology 
 Rabbit polyglonal IgG  
 anti-p-IRAK-1 (Ser 376), sc-130197  Santa Cruz Biotechnology 
 Anhang 
 
IV 
 
 Rabbit polygonal IgG 
 anti-β-Aktin (13 E5) Rabbit mAb  Cell Signaling Technology 
 
2. Antikörper: 
 Anti-Rabbit IgG; HRP-linked Antibody   Cell Signaling Technology 
 
 
Lösungen und Puffer 
 
Alle Reagenzien wurden mit d H2O hergestellt. 
 
SDS-Page: Lower Tris, Upper Tris, Glycerin 87%, AA/BAA 
 
4x Lower Tris : 200 ml Lösung  
              Tris                  1,5 M          36,3 g 
              SDS                               0,4 %                 0,8 g 
              pH 8,8 mit 3 M HCl eingestellt 
  
4x Upper Tris :   100 ml Lösung 
              Tris                                    0,5 M         6,06 g 
               SDS                      0,4 %          0,4 g 
               pH 6,8 mit 3 M HCl eingestellt 
 
Glycerin 87%:  50 ml Lösung 
              Glycerin 98%            44,4 ml 
 
Umstellung des Trenngelpuffers, Sammelgelpuffers, SDS, AA/BAA auf 
 
Trenngelpuffer:  1l Lösung 
              Tris            1,26 M     152,6 g 
              Tris HCl        0,24 M      37,8 g 
              pH 8,8 mit 3 M HCL eingestellt 
 
Sammelgelpuffer:  1l Lösung 
                 Tris          0,5 M     15,3 g 
 Anhang 
 
V 
 
                 pH 6,8 mit 3 M HCL eingestellt 
 
SDS 20g:  100 ml Lösung 
          SDS          20%          20 g 
 
APS 40 %: 1 ml Lösung 
                      Ammoniumperoxodisulfat        40%        0,4 g 
 
5x SDS-Page Probenpuffer:  15 ml Lösung 
                      Tris                    0,25 M       0,454 g 
                      SDS                      10 %          1,5 g 
                     DTT                      0,5 M        1,16 g 
                     Bromphenolblau          0,1 mg/ml        0,015 g 
 pH 6,8 mit 3 M HCl und 3 M NaOH eingestellt 
                     Zugabe von Glycerin       10 % (v/v)        7,5 ml 
 
Umstellung auf:  
 
Probenpuffer:    10 ml Lösung 
           Tris                    0,5 M    0,61 g 
             Glycerin                 30 %       3 ml 
            SDS                   10%        1 g 
                    DTT                   0,6 M      0,93 g 
                  Bromphenolblau                Spatelspitze 
 
10x Laufpuffer:    1l Lösung 
                      Tris                     0,25 M      30,3 g 
                    Glycin                    2 M      150,1 g 
                   SDS                        1%      10 g                   
 pH 8,3 mit 3 M HCl eingestellt 
 
1x Laufpuffer:     1l Lösung 
                Tris                    0,025 M         3,02 g 
                      Glycin                    0,2 M        15,01 g  
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VI 
 
         SDS                   0,1 %    1 g        
 
10x Tris/Glycin-Puffer : 1l Lösung 
       Tris      0,12 M   14,54g 
 Glycin                     0,96 M        72,07g        
              pH 8,3 mit 3 M HCl eingestellt 
 
Blotting-Puffer :    1l Lösung 
                10x Tris/Glycin Buffer               100 ml 
               Methanol                        200 ml 
 
10x Net-G:        1l Lösung 
                 NaCl              1,5 M         87,66 g 
                 EDTA            0,05 M        14,61 g 
                 Tris               0,5 M        60,57 g 
                 Tris HCl           0,2 M         31,5 g 
                 pH 7,5 mit 3 M HCl einstellen 
                 Gelantine                  0,2 %            2 g 
                 Triton X           0,5 %           5 g 
 
 1x Net-G:         1l Lösung 
                  NaCl                    0,15 M         8,77 g 
  EDTA                    0,005 M     1,46 g               
  Tris             0,05 M          6,06 g 
                 Tris HCl                   0,02 M      3,15 g 
                 Gelantine                 0,02 %       0,2 g 
                 Triton X                   0,05 %        0,5 g 
 
10x TBS-Tween:    1 l Lösung 
                 Tris                       0,25 M        30,29 g 
                 Tris HCl            0, 25 M        39,4 g 
                  NaCl                      1,4 M       81,82 g 
                  KCl                     0,027 M          2 g 
                 Tween 20           1 %         10 ml 
 Anhang 
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                  pH 7,6 mit 3 M HCl eingestellt 
 
1x TBS-Tween:   1 l Lösung 
                Tris                      0,025 M        3,03 g 
                Tris HCl                  0,025 M         3,94 g 
                NaCl                      0,14 M        8,18 g 
                KCl                     0,0027 M          0,2 g 
 Tween 20                   0,1%          1 ml 
 
Milch-Blockierung:     150 ml Lösung 
                    10x TBS-Tween   15 ml 
                    Milchpulver                7,5 g 
 
Mild-Stripping-Puffer:  1l Lösung 
                      Glycin                 0,2 M          15 g 
                     SDS                  0,1 %          1 g 
                    Tween 20                1 %        10 ml 
                    pH 2,2 mit 3 M HCl eingestellt 
 
Stripping-Puffer:     1l Lösung 
                    Tris                 0,625 M         7,5 g 
 SDS                    2%          20 g 
 ß-Mercaptoethanol       0,1 M         7,8 ml 
 
PBS:               1l Lösung 
             NaCl                      0,137 M        8,01 g 
 KCl                      0,0027 M        0,20 g 
                    Na2HPO4*2H2O               0,01 M       1,78 g 
 KH2PO4                                  0,002 M               0,27 g   
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